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Expresslonskassetten zur Wdlrektlonalon transgenen Expression von Nuklelnsfluren In 
Pftanzen 

Beschreibung 

5 

Die Erfindung betrlfft Expresslonskassetten und Vektoren, die pflanzHche bldlrektlonale 
Promotoren enthalten, sowle die Venwendung dieser Expresslonskassetten Oder 
Vektoren zur transgenen Expression von NuWelnsfturesequenzen In pflanzllchen 
Organlsmen. Die Erfindung betrlfft femer mit diesen Expresslonskassetten Oder 
10 Vektoren transfonnlerte transgene pflanzllche Organlsmen, davon abgeleltete Kulturen, 
Telle Oder Vermehmngsgut, sowle die Venwendung derselben zur Herstellung von 
Nahrungs-, Futtermitteln, Saatgut, Pharmazeutlka Oder Felnchemlkallen. 

Die Herstellung transgener Pflanzen 1st elne gnjndlegende Technlk der Pflanzenblo- 
15 technologle und damlt elne uneriassliche Voraussetzung fflr die pflanzlkshe Grund- 
lagenforschung, sowle fOr die Herstellung von Pflanzen mIt verbesserten, neuen 
Elgenschaflen fQr die Undwlrtschaft. zur Qualltatsstelgemng bel Nahrungsmlttein oder 
zur ProdukHon bestlmmter Chemlkallen oder Pharmazeutlka. Elne Gmndvoraus- 
setzung fQr die transgene Expression bestlmmter Gene In Pflanzen Isl die Berelt- 
20 stellung pflanzenspeziflscher Promotoren. Verschledene pflanzllcfie Promotoren slnd 
bekannt. Die derzelt In Rlanzen ubenwlegend venwendeten konstltutlven Promotoren 
slnd fast ausschlleBlich virale oder aus Agrobacterium Isollerte Promotoren wle 
belsplelswelse der CaMVSSS Promotor aus dem Blumenkohl-Mosalkvlnis (Odell et al. 
(1985) Nature 313:810-812). Die zunehmende KomploxltSt pflanzenbiotechnologlscher 
25 Arbelten erfordert oft die Transfonnatlon mlt mehreren Expresslonskonstrukten. Die 
mehrfache Venwendung eln und desselben Promoters 1st Insbesondere bel Pflanzen 
problematlsch, da das mehrfache Vorllegen glelcher regulatorlscher Sequenzen elne 
Abschaltung der Genaktlvltat CSllenclng") bewlrken kann (Kumpatia et al. (1998) TIBS 
3:97-104; Selker (1999) Cell 97:157-160). Es besteht daher eln zunehmender Bedarf 
30 an neuen Promotoren. Eln altematlver Umgang mlt dlesem Problem 1st die Ver- 
wendung von sogenannten J)ldlrekttonalen" Promotoren d.h. regulatorlschen Sequen- 
zen, die In belde Rlchtung elne Transkriptlon der vor- bzw. nachgeschalteten DNA 
Sequenzen bewlrken. Hier kdnnen belsplelswelse Zielgen und Markergen unter der 
Kontrolle elner DNA-Sequenz In elne Zelle eingebracht wenden. 
'35 

Die transgene Expression unter Kontrolle bidlrektionaler Promotoren 1st bislang kaum 
beschrleben. Beschrleben 1st die Herstellung von bidlrektlonalen Promotoren aus 
polaren Promotoren fQr die Expression von NuWelnsauren In Pflanzen mlttels Fusion 
mlt weiteren transkrlptlonellen Elementen (Xie M (2001) Nature Biotech 19: 677-679). 
40 Der 35S Promoter wurde ebenfalls In einen bidlrektlonalen Promoter umgewandelt 
(Dong JZ et al. (1991) BIO/TECHNOLOGY 9: 858-863). WO 02/64804 beschrelbt die 
Konstnjktlon eines bidlrektlonalen Promotor Komplexes baslerend auf der Fusion von 
Enhancer- und Kernpromotorelementen verschledener vlraler (CaMV 35S, CsVMV) 
und pflanzllcher (Act2, PRb1b) Sequenzen. US200201 08142 beschrelbt elne regulato- 
45 rlsche Sequenz aus elnem Intron des Phosphatldylinosltol Transfer-like Protein IV aus 
Lotus japonlcus (PLP-IV; GenBank Acc.-No.: AF367434) und deren Venwendung als 
bidlrektionaler Promoter. Dieses Intronfragment hat nur in der Infektlonszone der 
KnSllchen elne transkriptionelle Aktivitat. Andere Gewebe, Wurzeln. Blatter oder Bluten 
zelgen kelne Farbung. 
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Pflanzliche Promotoren, die eine bidirektionale, ubiqultfire (d.h. im wesentlichen 
gewebe-unspezifische) und konstitutive Expression in Pfianzen eriauben. sind bislang 
nlchX offenbart 

5 

WO 03/006660 beschrelbt einen Promotor eines putativen Fenredoxin Gens sowie 
Expression8i<onstrul<te, Veldoren und transgene Pfianzen, die diesen belnhaiten. Die 
isolierten 836 bp 5'-fiani<ierende Sequenz fusioniert mit dem Gen der Giucuronidase 
zeigen In transgenem Tabak Qbenraschendenwelse ein l<onstitutive8 Expresslons- 

10 muster. Die Sequenz entsprlclit einem Sequenzabsclinitt auf Cliromosom 4 von 
Arabldopsis thaliana wie er in der GenBanl< unter der Acc.-No. Z97337 liinteriegt 1st 
(Version Z97337.2; Basenpaar 85117 bis 85952; das Gen beginnend ab bp 85953 1st 
mit "strong simiiarity to ferredoxln I2Fe-2Sl I, Nostoc muscorum" annotiert). In den 
Antiieren/Pollen der geschiossenen BIQtenl<nospen l<onnte nur eine sciiwaciie Alctlvitat, 

15 in reifen BiOten gar l<eine melir deteictiert werden. Entgegen den aus den Llteratur- 
befunden abgeleiteten Vorbehaiten-gegen eine Eignung des Promotors zur effei<tiven 
Expression von Selelctlonsmarlcern (zum Beispiel aufgnjnd der vermuteten Biattspezifi- 

i tat Oder der Funlrtion im ptiotosyntiietisclien Eleictronentransport), iconnte eine 
iiochefflziente Seleiclion durch Komblnation mit beispleiswelse dem Kanamycln- 

20 Resistenzgen (nptll) demonstriert werden. In WO 03/006660 ist lediglicii die Ver- 
wendung ais „normaier" l<onslitutiver Promotor beschrieben. Eine Venivendung als 
bidirelctionaler Promotor ist nicht offenbart 

Urn Qber eInen Transferlcompiex mOglichst vieie Gene in ein Pfianzengenom zu 
25 integrieren, ist es notwendig, die Anzahl und Gr6Be regulatorischer Sequenzen fOr die 
Expression transgener Nui<ieinsauren zu begrenzen. Bidirelctionai wirltende Promoto- 
ren tragen zur LOsung dleser Aufgabe bel. Von besonderen Vorteil ist die Venwendung 
eines bldireictionalen Promoters, wenn dessen Aktivitaten koordiniert in gleiclier Starke 
vorfianden sind und auf einem kurzen DNA Fragment iiegen. Da die Venwendung 
30 viraier Sequenzen fiir die Expression in transgenen RIanzen wenig Akzeptanz findet, 
ist es von Vorteil regulatorische Sequenzen ebenfalls aus Pfianzen zu nutzen. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe bestand in der Bereit- 
k steiiung von transgenen Expressionskassetten umfassend pfianzliche reguiatorisclie 
"35 Sequenzen, die eine bidlrekBonale, ubiquitare urid entwicklungsunabhangige (konstitu- 
tive) Expression zweier transgen zu exprimierender Nukieinsauresequenzen vemnittein. 

Diese Aufgabe wird durch die vorilegende Erfindung geidst Ein erster Gegenstand der 
Erfindung betriffl daher Expressionskassetten zur transgenen Expression von zwei 
40 Nukieinsaurensequenzen in einer pfianzliciien Zeiie umfassend mindestens eine 
reguiatorisclie Sequenz ausgewahit aus der Gruppe bestefiend aus 

a) dem Promotor gemaB SEQ ID NO: 1 Oder 2, 

45 b) funktionelien Aquivaienten des Promotor gemas SEQ ID NO: 1 Oder 2, die eine 
Identitat von mindestens 80% zu der Sequenz gemaB SEQ iD NO: 1 Oder 2 auf- 
weisen und die im wesentliciien die gleiclie Promotoraktlvitat wie der Promotor 
gemaB SEQ ID NO: 1 Oder 2 besitzen. 
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b) funktlonelten Aquivalenten des Promotor gem&Q SEQ ID NO: 1 odor 2 welche 
mindestens 25 aufeinanderfolgende Nukleotide der Sequenzen gemAB SEQ ID 
NO: 1 Oder 2 umfassen und die Im wesentlichen die gleiche Promotoraktlvitat 
wie der Promotor gem&B SEQ ID NO: 1 Oder 2 besitzen, und 

c) funktlonell fiqulvalente Fragmente der Sequenzen a) Oder b) Oder c), die 
mindestens 25 aufeinanderfolgende Nukleotide besagter Sequenzen a) Oder b) 
Oder c) aufwelsen und im wesentlichen die gleiche Promotoraktlvitat wie der 
Promotor gemfiB SEQ ID NO: 1 Oder 2 besitzen, 

wobei besagtes regulatorisches Element zwischen zwel Nukleinsfturesequenzen 
angeordnet ist und in Bezug auf besagte Nukleinsduresequenz heterogen ist und 
mit besagten Nukleinsduresequenzen funktioneli so verknOpft ist, dass in mindestens 
einer pflanzlichen Zelle die Expression von zwel unterschlediichen Rlbonuklelnsfiure- 
sequenzen bewirkt wird, wobei besagte Ribonuklelnsfiuresequenzen ausgewfihit sind 
aus Ribonukleinsduresequenzen kodierend fOr 

i) Aminosduresequenzen Oder 

ii) Ribonukleinsduresequenzen, die eine Verminderung der Expression mindestens 
eines endogenen Gens besagter pflanzlichen Zelie bewirken. 

Femer betrifft die Erflndung ' ein Verfahren zur transgenen Expression von zwel 
Ribonukleinsduresequenzen in pflanzlichen Zellen, wobei eine Expressionskassetten 
umfassend mindestens eine regulatorische Sequenz ausgewShit aus der Gruppe 
25 bestehend aus 

a) dem Promotor gemas SEQ ID NO: 1 oder 2, 

b) funklionellen Aquivalenten des Promotor gemSB SEQ ID NO: 1 Oder 2, die eine 
30 Identitat von mindestens 80% zu der Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1 Oder 2 auf- 
welsen und die im wesentlichen die gleiche Promotoraktlvitat wie der Promotor 
gemaB SEQ ID NO: 1 Oder 2 besltzen, 

• b) funktionellen Aquivalenten des Promotor gemaB SEQ ID NO: 1 Oder 2 welche 
35 mindestens 25 aufeinanderfolgende Nukleotide der Sequenzen gemaB SEQ ID 

NO: 1 Oder 2 umfassen und die im wesentlichen die gleiche Promotoraktlvitat 
wIe der Promotor gemaB SEQ ID NO: 1 Oder 2 besitzen, und 

c) funktlonell aqulvalente Fragmente der Sequenzen a) oder b) Oder c), die 
40 mindestens 25 aufeinanderfolgende Nukleotide besagter Sequenzen a) oder b) 

. Oder c) aufwelsen und im wesentlichen die gleiche Promotoraktlvitat wie der 
Promotor gemaB SEQ ID NO: 1 oder 2 besitzen, 

In mindestens eine pf lanzliche Zelle eingebracht wird, 

45 

wobei besagtes regulatorisches Element zwischen zwei Nukleinsauresequenzen 
angeordnet ist und in Bezug auf besagte Nukleinsauresequenz heterogen ist und mit 
besagten Nukleinsauresequenzen funktioneli so verknupft ist, dass in mindestens 
besagter pflanzlichen Zelle die Expression besagter zwei unterschlediichen Ribo- 
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nukleins&uresequenzen bewirkt wird, wobei besagte Ribonukteinsduresequenzen aus- 
gewShlt sind aus Ribonuklelnsfiureseqiienzen kodlerend fQr 

i) Aminosduresequenzen oder 

5 li) Ribonukleins&uresequenzen, die eine Vermlnderung der Expression mindestens 
eines endogenen Gens besagter pflanzlichen Zelle bewirken. 

Die in der vorliegenden Erfindung als bidirektionaler Promotor zum Einsatz kommende 
DNA-Sequenz entspricht der Intergenische Region zwischen einem putativen Ferre- 
10 doxin (FD) Gen und efnem putativen O-Acetyl-Serin-Lyase (OASTL) Gen In Arabi- 
dopsls thaliana. 

Besonders gute Ergebnisse konnten in Pflanzen der Famille der Brassicaceae erzielt 
warden, wie beispielsweise Arabidopsis oder Raps. Aber auch In anderen Pflanzen- 
arten (wIe beispielsweise Tabak) konnten sehr gute Ergebnisse (insbesondere bel der 
Expression von Selektionsmarkem) erzielt werden. Die ExpressionsakUvitdt 1st Im 
wesentllchen unabhftngig von der Art der nachgeschaKeten Nuklelnsdure. Die Ver- 
wendung des bidlrektionalen Promoters ist sowohl fOr die Expression von Selektions- 
markem als auch fDr Jede andere NuklelnsSuFe geelgnet. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform sInd daher die belden in den erfindungs- 
gemdBen Expressionskassetten umfassten transgen zu exprimierenden NukleinsSure- 
sequenzen bzw. die unter dem erfindungsgemaSen Verfahren exprimierten Rlbo- 
nuklelnsauresequenzen unterschledllch! „Unterschledlich" heiS in diesem Zusammen- 
hang, dass sich die transgen von beiden Seiten des bidlrektionalen Pronnotors 
ausgehend exprimierten RibonuWelnsSuresequenzen in mindestens einer Base von 
einander. untersclieiden. Bevorzugt kodieren beide NukleinsSuresequenzen fur 
unterschiedllche Proteine, bevorzugt fQr Protelne mit unterschiedlicher Funktion 
und/oderAktivitat. 

Die Erfindung emriOgliclit eine Erhdhung der Zahl von Transkriptionseinhelten bei einer 
verringerten Zahl von Promotorsequenzen. Im Fall von Translationsfusionen kdnnen 
auch mehr als zwei Protelne reguliert werden. EIn besonderer Vorteil dieser Erfindung 
ist, dass die Expression dieser multlplen Transgene unter der Kontrolle des bidirektio- 
nalen Promoters glelchzeitig und synchronisierl stattfindet. Der Promotor Ist besonders 
gut fQr eine koordinierte Expression von NuklelnsSuren geelgnet. So kOnnen glelch- 
zeitig 

I) Zieiprotein und Selektionsmarker oder Reporterprotein 
40 ii) Selektionsmarker und Reporterprotein 

ii) Zwei Zielproteine z.B. aus dem glelchen Stoffwechselweg 
Hi) Sense und antisense RNA 

Iv) Verschiedene Proteine zur Pathogenabwehr 

45 und vieles mehr exprimiert werden und verbesserte Effekle In den Pflanzen bewirken. 

"Expression" umfasst die Transkription der transgen zu exprimierenden NukleinsSure- 
sequenz, kann aber - Im Falle eInes offenen Leserasters in "sense'-Orientlerung - auch 
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die Translation der transkriblerten RNA der transgen zu exprlmlerenden Nuklelnsaure- 
sequenz In ein korrespondlerendes Pdypeptld mil einschlleBen. 

Exoresslonskassette zur transgenen Expression von NuWelnsfturen «ler Verfehren 
5 "^t^rfsoen^ Expression von Nuklelnsauren umfassl alle solche durch gentech- 
rtJcJ^ MrthcS^n^stande gekommene KonstrukUonen oder Verfahren. In denen sich 
entweder 

a) einer der erflndungsgemftSen Promotoren (z.B. der Promotor gernftS SEQ ID 
10 NO: 1 Oder 2 oder eines funktionellen Aqulvalentes derselben), oder 

b) die unter der Kontrolle besagten Promotors zu exprlmlerende Nuklelnsflure- 
sequenz, Oder 

15 c) (a) und (b) 

sIch nicht in Ihrer natOrllchen. geneUschen Umgebung (d h. JjJ/'^"' 
chromosomalen Locus) beflnden oder durch gentechnlsche Methoden ^odi^ert 
miSen wobel die Modlfikation belsplelhaft elne Substltutton. AddWon. Deletion, 
rvS^Sn oJer Insertion eInes oder mehrerer Nukleotidreste se^ Jann In emer 
broougten AusfQhmngsfomi Isl die unter Kontrolle eines der erfindungsgemaBen 
Promotoren zu exprlmlerende Nukleinsfiluresequenz heterolog in bezug auf besagten 
P omSn.^ dte steht natQritehen^relse nicht unter dessen Kontrolle. sondem besagte 
Ste wur;ir(belsplelswel^ durch gentechnlsche Verfahren) In mcht-natOrllcher 
25 Weise hergestellt. 

Die erfindungsgemaBen Expresstonskassetten. von Ihnen abgeleitete Vektoren oder 
dte eSnSgemaBen Verfahren kSnnen funktlonelie Aqulvalente zu den unte 
SEQ ID NO- 1 Oder 2 beschrlebenen Promotorsequenzen umfassen. Funktionell 
30 aqulvalente Sequenzen umfassen auch all die Sequenzen. die von dem komplemen^ 
^ren Gegenstrang der durch SEQ ID NO: 1 oder 2 definlerten fquenzen abgelertet 
Sod und im wesentiichen die gleiche Promotoraktlvltat a"*^«'^f . J^S^nd 
Aauivalente In bezug auf die erfindungsgemaBen Promotoren meint insl^sondere 
She Oder kOnsti'che Mutationen der unter SEQ ID NO: 1 oder 2 beschri^^^^^^^^^ 
J5 Promotorsequenzen sowie deren Homologe aus anderen RIanzengattungen und - 
arten, welche weftertiln Im wesentiichen die gleiche Promotoraklivrtat aufweisen. 

Elne Promotoraktivitat wird Im wesentlfchen als glelch bezelchnet. wenn die Translcnp- 
tion^nes bestimmten zu exprimierenden Gens unter Kontrolle e'nes^best.^^^^^^^ 
40 SEQ ID NOi 1 Oder 2 abgeleiteten Promotors unter ansonsten ""^^'f f^^en Bedin- 
gungen elne Lokallsation innerhalb der Pflanze a"fv.elst die mlnde^^^^^^^^ 
tovorzugt mindestens 70%. besonders bevorzugt mindesten 90% Q^^^^l'^'^^^ll 
bevorzugt mindestens 95% deckungsgieich ist mit einer Vergleichse^ ressipn er^^^ 
unter Ve^endung eines des durch SEQ ID NO: 1 oder 2 b«schr^benen Pron^oto^. 
45 Dabei kann die Expressionsh5he sovrahl nach unten als auch nach oben im Vergie ch 
aj einem Verglelchswert abweichen. Bevorzugt sind dabei solche Sequenzen. de en 
Sp^ssionshlhe. gemessen anhand der transkriblerten mRNA oder dem jn^olge 
translatierten Protein, unter ansonsten unveranderten Bedingungen q^^^-^tiv urn 
nicht mehr als 50%. bevorzugt 25%. besonders bevorzugt 10 % sich von einem 
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Vergtelchswert erhalten mlt elnem durch SEQ ID NO: 1 oder 2 beschriebenen Pram^^ 
tor unterscheldet Besonders bevorzugt sind solche Sequenzen. deron Expresstons- 

Protein unter ansonsten unverflnderten Bedlngungen quantltativ urn rnehrate 50%. 

5 ^voSirt^^^^^ bevorzugt 500%. ganz besonders bevorzugt 1000% elnes 

S^iS^rl erihalten mlt dem durch SEQ ID NO:1 beschrlebenen Promotor 
oSS^vorzugt 1st als Verglelchswert die ExpresslonshOhe <l«r nattrllchen 
mnS. tewBlHgen Gens oder des natQrllchen Genproduktes. Bevorzugt Is^ ferner 
l^StSeSJlTe £<presslonsh6he ert^alten mlt einer belleblgen at^r best m-^n 

A Mr.wrincaiir«fieauenz bevorzugt solchen NuWelnsauresequenzen, die fOr leicnt 
nuan«i?e^^^^^^ Ganz besonders bevorzugt sInd dabel Reporter- 

'RSfS;^^^^^^ Qroskreutz D (1999) Mol Blotechnd J3(1)^^^^^^^ 
-ftrflLn nuorescence Protein" (GFP) (Chul WL et al., Curr Biol 1996, 6.325-330, Lettei 
SM e?r«o^ch^ques. 23(5):912.8. 1997), die CWo^J^^^^^^ 

15 Luzlferase (Millar et al.. Plant Mol Biol Rep 1992 

sldase. ganz besonders bevorzugt Istdle B^GIucuronldase (Jefferson et al. (1987) 

EMBO J. 6:3901-3907). 

Ansonsten unveranderte Bedlngungen bedeutet. dass die Expression die durch eln^^ 
20 dSr^u vtratelchr^^^ Expresslonskassetten InWlert wird, nlcht durch Komblnatlon mlt 
• S^SrgenXhen Kontrollsequenzen. zum Belsplel Enhancer-Sequenzen. 
SSlSert wird Unveranderte Bedlngungen bedeutet femer. dassaHe Rahmenbe- 
Sngen belsp^^^^^^ Pflanze?art. Entwlcklungsstadlum ^er Ptenzsn Zucht- 
bSnSungen. Testbedlngungen (wie Puffer, Temperatur. Substrate etc.) zwlschen den 
25 zu vergletehenden Expresslonen klentlsch gehalten werden. 

Mutatlonen umfassen Substitutionen; Addittonen. Deletlonen Inver^onen oder 
3rtlonen elnes oder mehrerer Nukleotldreste. Somit werden belsplelswe se auch 
sSche Nukllln^^^ durch die vorllegende Erflndung mlt u^fasst welche 

30 mrduXModlflkatlon'elnes Promoters gemaB SEQ ID NO: 1 oder 2 -rtiait 2el e.ner 
solchen Modlflkatlon kann die weltere Elngrenzung der darin ff^baltenen S^^^^^ 
Oder Z.B. auch die EInfugung welterer Restrlktionsenzymschnittstellen die Entfernur^ 
Qberflussiger DMA Oder das HInzufugen welterer Sequenzen. zum Belspiel welterer 
regulatorlscher Sequenzen, seln. 

^ Wo msertlonen, Deletlonen oder Substitutionen. wie z.B. Transitlonen und Tj-ansver- 
S^nen in Frage kommen. k6nnen an slch bekannte Technlken. wie In vrtro- 
M^^4nese "primer repair, RestrikUon oder Ligation venwendet werden. Durch 
M^X'en' wie z.B.'Re^kUon. "cha^ng-bac^ oder AuffOllen von Uberhange^^ 
^0 fQr "blunt ends- kSnnen komplementare Enden der Fragmente fOr die L«gaJon a^r 
VerfOging gestellt werden. Zu analogen Ergebnlssen kann man auch urter 
Zg der Polymerasekettenreakllon (PGR) unter Venwendung speziflscher Oligonukle- 
otld-Primer kommen. 

15 Unter Identitat zwlschen zwel Nuklelnsauren wlrd die Identltat der Nukleinsaure- 
sCenfobeTdl^^^^^ gesamte Sequenziange verstanden, die durch Vers'e.ch m. 
Hme des Programmalgorithmus GAP (Wisconsin Package Version ^O-OA^^^^^oi 
Wisconsin, Genetics Computer Group (GCG). Madison. USA) unter Einstellung 
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folgender Parameter berechnet wird: 

Gap Weight: 12 Length Weight: 4 

5 Average l\^atch: 2,912 Average Mismatch:-2,003 

Beispieihaft wird, unter einer Sequenz, die eine Identitdt von mindestens 50% 
auf Nul<leinsauret)asis mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 aufweist, eine Sequenz ver- 
standen, die beieinem Vergleich mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 nach obigem 
10 Programmalgorithmus mtt obigem Parametersatz eine Identitat von mindestens 50 % 
aufweist. 

Funldonelle Aquivalente zu dem Promoter gemfiB SEQ ID NO: 1 umfasst bevorzugt 
solche Sequenzen, die eine Identitftt aufweisen von mindestens 80 %, bevorzugt 90 %, 
besonders bevorzugt mindestens 95 %, ganz besonders bevorzugt mindestens 98 %, 
am moisten bevorzugt 99% zu der Sequenz gemSB SEQ ID NO: 1 und weiterhin im 
wesentlichen die gieiche Promotoralctivitat^wie die Sequenz gemdB SEQ ID NO: 1 
aufweisen. 

Funictionelle Aquivalente zu dem Promoter gemdB SEQ ID NO: 2 umfasst bevorzugt 
solche Sequenzen, die eine Identitat aufweisen von mindestens 80 %, bevorzugt 90 %, 
besonders bevorzugt mindestens 95 %, ganz besonders bevorzugt mindestens 98 %, 
am melsten bevorzugt 99% zu der Sequenz gemSB SEQ ID NO: 2 und weiterhin Im 
wesentlichen die gleiche Promotoralctlvltat wie die Sequenz gemSB SEQ ID NO: 2 
aufweisen. 

Weitere Beispiele fOr die in den erfindungsgemSBen Expressionskassetten Oder 
Vektoren zum Einsatz l<ommenden Promotorsequenzen lassen sich beispielsweise in 
verschiedenen Organismen, deren genomische Sequenz bel<annt ist, wie beispiels- 
30 weise aus Arabidopsis thaliana, Brassica napus, Nicotiana tabacum, Solanum tubero- 
sum, Helianthium annuus, LInum sativum durch Identitatverglelche In Datenbanl<en 
leicht auffinden. 

Verfahren zur Herstellung erfindungsgemaBer funlctioneller Aquivalente umfasst 
bevorzugt die Einfuhrung von Mutationen In elnen Promoter gemaB SEQ ID NO: 1. 
Eine Mutagenese l<ann ungerlchtet ("random*^ erfolgen, wobel die mutagenislerten 
Sequenzen anschlieBend bezugllch ihrer Eigenschaften nach einer "trial-by-error" 
Prozedur durchmustert werden. Besonders vorteilhafte Selektionsl<riterien umfassen 
beispielsweise eine erhOht Reslstenz gegenOber einem Selektionsmarker, die IHdhe 
der resuitierenden Expression der eingefOhrten Nulcleinsauresequenz. 

In einer welteren Ausfuhrungsform der Erfindung konnen essentielle regulatorische 
Elemente der erflndungsgemSBen Promotoren gezielt Isoliert und als solche Oder in 
Komblnation mit anderen regulatorischen Elem.enten eingesetzt werden. Folglich 
45 umfasst ein Gegenstand der Erfindung funlctionellen Aqulvalenteh des Promotor 
gemaB SEQ ID NO: 1 Oder 2 welche mindestens 25, bevorzugt mindestens 50, 
besonders bevorzugt mindestens 100, ganz besonders bevorzugt mindestens 200, am 
meisten bevorzugt mindestens 400 aufeinanderfolgende Nuldeotide der Sequenzen 
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gemdB SEQ ID NO: 1 Oder 2 umfassen und die im wesentlichen die gtelche Promotor* 
aktivitat v^e der Promotor gemftB SEQ ID NO: 1 cxler 2 besitzen. 

Altemativ kdnnen nicht-essentielle Sequenzen eines der erflndungsgem&Ben Promo* 
5 tore detetiert werden ohne die genannten Eigenschaften signlfikant zu beelntrachtigen. 
EIn welterer Qegenstand der Erflndung umfasst daher funktionell fiquivatente 
Fragmente einer der erflndungsgemaBert Promotorsequenzen, die mindestens 25, 
bevorzugt mindestens 50, besonders bevorzugt mindestens 100, ganz besonders 
bevorzugt mindestens 200, am meisten bevorzugt mindestens 400 
10 aufelnanderfolgende Nukleotide einer der erflndungsgemfiBen Promotorsequenzen 
aufweisen und Im wesentllciien die gleiche Promotoraktivitat wie der Promotor gemdB 
SEQ ID NO: 1 oder 2 besitzen. 

Die Eingrenzung der Promotorsequenz auf bestlmmte, essentieile regulatorlsche 
Regionen kann auch mit Hilfe von Suchroutine zur Suche von Promotoreiementen 
15 vorgenommen werden. Oft sind In den fOr die Promotoraktlvitfit relevanten Regionen 
bestlmmte Promotorelemente gehduft vorhianden. Diese Analyse kann beispielsweise 
mit Computerprogrammen v^e dem Programm PL^CE ("Plant CIs-actIng Regulatory 
DNA Elements") vorgenommen werden (i-ligo K et al. (1999) Nucleic Acids Res 27:1, 
297-300) Oder der BIOBASE Datenbank Transfac" (Biologische Datenbanken GmbH, 
20 Braunschweig). 

Verfaliren zur Mutagenisierung von NukleinsSuresequenzen sind dem Faclimann 
bekannt und schlieBen beisplelhaft die Venvendung von Ollgonukleotiden mit einer 
Oder mehr ly/lutationen im Verglelcin zu der zu mutierenden Region ein (z.B. Im Rahmen 
einer "Site-specific mutagenesis'^. Typisciien^velse kommen Primer mit ungefShir 15 bis 
ungefahr 75 Nukleotiden oder mehr zum EInsatz, wobel bevorzugt ca. 10 bis ca. 25 
Oder mehr Nukleotidreste an beiden Selten der zu verSndemden Sequenz lokallsiert 
sind. Details und Durchfuhrung besagter iS/lutageneseverfahren sind dem Fachmann 
geiaufig (Kunkel et al. (1987) Methods Enzymol 154:367-382; Tomic et al. (1990) NucI 
Acids Res 12:1656; Upender et al. (1995) Biotechnlques 18(1):29-30; US 4,237,224). 
Eine i^/lutagenese kann auch durch Behandlung von beispielsweise Vektoren, die 
eine der erfindungsgemaBen Nukleinsduresequenzen enthaiten, mit mutagenisieren- 
den Agentien wie Hydroxyiamin realisiert werden. 

Die in den erfindungsgemaBen Expresslonskassetten enthalterien transgen zu 
exprimierenden Nukleinsduresequenzen kdnnen mitweiteren genetischen Kontroil- 
sequenzen neben einem der erfindungsgemaBen Promotoren funktionell verknOpft 
sein. 

40 Unter einer funkllonellen VerknQpfung versteht man zum Beispiel die sequentielle 
Anordnung eines Promotors, der transgen zu exprimierenden Nukleinsauresequenz 
und ggf. weiterer regulativer Elemente wie zum Beispiel einem Terminator derarl, dass 
jedes der regulatlven Elemente seine Funktion bel der transgenen Expression der 
Nukleinsauresequenz, je nach Anordnung der Nukleinsauresequenzen zu sense Oder 

45 anti-sense RNA, erfullen kann. Dazu ist nicht unbedlngt eine direkte VerknQpfung im 
chemischen Sinne erforderlich. Genetische Kontrotlsequenzen, wie zum Beispiel 
Enhancer-Sequenzen, kdnnen ihre Funktion auch von welter entfemten Positionen 
Oder gar von anderen DNA-Molekulen aus auf die Zielsequenz ausQben. Bevorzugt 
sind Anordnungen, in denen die transgen zu exprimierenden Nukleinsauresequenz 
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hinter der als Promoter funglerenden Sequenz POsWo"'®"; .^'J 1^^^. 
Sequer^zer) kovalent mitelnander verbunden slnd. Bevorzugl st dabel der A^^^ 
zvyrischen der Promotorsequenz unci der transger^ zu exprimlerer^de NuWeln^u^e- 
lel^z geringer als 200 Basenpaare. besonders bevorzugt Welner als 100 Basen- 
paare, ganz besonders bevorzugt Welner als 50 Basenpaare. 

Die Herstellung elner funkMonellen VerknOpfung kann mlttels gftnglger Rekomblr^^^^ 
ons- und Klonlerungstechnlken reallslert werden. wie sle belsplelswelse In Manlatts T 
Te\ T9m i^^\ar Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor laboratory. 

spring HaZ^ sov^e In Sllhavy TJ et al. (1984) B;P«rin\ents vv,th f ne 
?SLs cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. NY u"d In A^ub^ 
«t am987^ Current Protocols In Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and 
Wltef inte^en^^^^^^^ slnd. Zwlschen belde Sequenzen k^nnen aber auch 

Se sJ^enzen positionlert werden. die zum Belsplel d^ ^""ktlon eines 
Cmn^S RestrlkSonsenzymschnlttstellen oder ^^"X^^^ 
kann die Insertion von Sequenzen zur Expression von Fuslonsprotelnen tOhren. 

Der Begriff der genetischen Kontrollsequenzen 1st brelt zu verstehen und melnt^^^^ 
««irh« Tflouenzen die elnen Elnfluss auf das Zustandekommen oder die Funktion der 

20 erdungTmT^^^^^^ »«^"- r^l'^IT^c^rr 

'° mcSSn zum Bel^l die Transkriptlon und Translation In P-ka^^^^^^^^ 

eukarvotlschen Organlsmen. Vorzugswelse umfassen die ©^'"^^""ygemaBen 
SrSonstessetten S'-stromaufwarts von der jewelllgen transgen zu exprimlerenden 
NSXXrSequenz elnen der erfindungsgemftBen Promotoren und 3-strom- 
25 ^^^ir^^nat^^^^^^^^ als zusStzllche genetlsche Kontrollsequenz. so>j«e 
^ ^^blneXllsTeitere Qbliche regulative Elemente. und zwar jewe.ls funkttonell 
vericnupft mit der transgen zu exprimlerenden Nukleinsfturesequenz. 

Genetlsche Kontrollsequenzen umfassen auch welters P^^-^f 
30 Oder Minimalpromotoren. die die expresslonsteuemden Elgenschaften modrflzleren 
'° Snnen. sTln^^^^^^ genetlsche Kontrollsequenzen zum BelspleM^ gewe^^^^^^^ 
f^che Expression zusatzllch abhanglg von bestimmten StressfaWoren erf^^^^ 
^tsprechende Elemente slnd zum Belsplel fOr Wasserstress Abscisj^saure E 
I und Chua NH .(1991) J Biol Chem 266(26):17131-17135) und Hltzestress (SchOffl F 
35 et al. (1989) Mol Gen Genetics 217(2-3):246-53) beschrieben. 

Es kSnnen femer weitere Promotoren funkUonell mIt der zu exprimierenden Nuklein- 
2ures3en^^^^^^^ seln. die elne Expression in welteren Pflanzengeweben oder 
fn aS Orga^^^^^^^ wIe zum Belsplel Ecoli Bakterien em.5glichen. Als Pflanzen- 
u^ oromotoren tommen Im Prinzip alle oben beschriebenen Promotoren m Frage. 

VorTtSr iS^B^^^^^ dass elne bestlmmte Nukleinsauresequenz durch elnen 
• P?omSor zum Belsplel elnen der- erfindungsgemftBen Promotoren) .n euiem 
pZzengewre als sense-RNA transkribiert und in das entsprechende Proton 
tmS Ird. wahrend die gleiche Nuklelnsauresequenz d^^^^^ anS sens^ Rf^ 
AK Prnmotor mit elner anderen Spezifitat in einem anderen Gewebe zu anti-sense HrMA 
transk^SerunTL^e^^^^^^ Protein herunterreguiiert wird. Dieses kann durch 

Ifne eSSunas^^^^ ^eaiisiert werden. indem der eine 

PromotorrdiXn^^^^^ S^exprimlerende Nukleinsfturesequenz positionlert w.rd und 



der andere Promotor dahinter. 
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Genetteche Kontrolteequenzen umfassen femer auch die 5'-untranslatierte Region. 
Introns Oder die nichtl<odierende 3'-Reglon von Genen, bevorzugt des pFD Genes 
und/oder des OASTL Genes. Es 1st gezelgt worden, dass untranslatierte Reglonen 
5 eine signifikante Funktionen bei der Regulation der Genexpression spleten l<Onnen. So 
wurde gezeigt, dass S'-untranslatierte Sequenzen die transiente Expression hetero- 
loger Gene verstdrlcen kdnnen. Sie kOnnen femer die Gewebespezifitat f6rdern 
(Rouster J et al.(1998) Plant J. 15:435-440.). Umgekeiirt unterdrOckt die 5'-untrans- 
latierte Region des opaque-2 Gens die Expression. Eine Deletion der entsprechenden 
10 Region fOhrt zu einer ErhGhung der Genaktivltdt (Lohmer S et al. (1993) Plant Cell 
5:65-73). Die unter SEQ ID NO: 2 angegebene Nukleinsduresequenz enthilt den 
Abschnitt des FD-Gens und des OASTL Gens, der den Promoter und die S'-untrans- 
iatierte Region bis vor das ATG-Startcodon des Jeweiligen Proteins reprdsentiert. In der 
5' untranslatierten Region des OASTL Gens beflndet sich ein Intron, was durch die 
15 Struktur der cDNA Klone beiegt werden kann. Die Introngrenzen llegen bei 14 bp 
(3' Seite des Introns) und 281 bp (5'Seite des Introns). Basenpaar Nummerierung 
entsprectiend des Nummeriemng des Promoters gema6 SEQ ID NO: 2. Das Intron hat 
eine starke exprisssionsfSrdemde Funktion In beide Transkriptionsrichtungen. Dies 
kfinnte durch die Existenz eines Enhancers in dieser Region begrOndet sein. 
20 

In einer bevorzugten AusfQhrungsfonn ist daher der erfindungsgemdBOe bidirektlonate 
Promoter beschrieben durCh die Sequenz gemSB SEQ ID NO: 2 Oder durch Sequen- 
zen die eine identltdt von mindestens 80%, bevorzugt mindestens 90%, besonders 
bevorzugt mindestens 95%, ganz besonders bevorzugt mindesten 98%. am moisten 
25 bevorzugt mindestens 99% zu der Sequenz gemdB SEQ ID NO: 2 haben. 

Weltere 5'-untranslatierte Sequenzen sowie Introns m'rt expresslonsfdrderender 
Funktion sind dem Fachmann bekannt. McElroy und Mitarbeiter (McElroy et al. (1991) 
Mol Gen Genet 231(1):150-160) bertehteten von einem auf dem Reis Actin 1 (Acll) 
Promoter basierenden Konstrukt zur Transfomiation monokotyler l=»flanzen. in trans- 
genen Reiszellen fOhrte die Venwendung des Acti -Introns in Kombination mit dem 
35S-Promotor zu einer gegenQtjer dem isolierten 35S-Promotor urn das Zehnfache 
gesteigerten Expressionsrate. Eine Optimierung der Sequenzumgebung der Trans- 
iations-initiationsstelle des Reportergen-Gens (GUS) resuitierte in einer vierfachen 
Steigening der GUS-Expression In transformlerten Reiszellen. Eine Kombination der 
optlmlerten Translations-initiationsstelle und des Acti -Introns resuitierte in einer 40- 
fachen Steigerung der GUS-Expresslon durch den CaMV35S-Promotor in transformier- 
ten Reiszellen; Shnllche Ergebnisse wurden anhand von transfomnierten ly^aiszellen 
erdelt. insgesamt wurde aus den zuvor fc)eschriebenen Untersuchungen geschluss- 
folgert, dass die auf dem Acti -Promoter t>asierenden Expressionsvektoren dazu 
geeignet sind, eine hinreichend starke und konstitutive Expression von Fremd-DNA In 
transformlerten Zelien monokotyler Pflanzen zu steuem. 

Die Expressionskassette kann eine oder mehrere sogenannte "Enhancer"-Sequen- 
45 zen funktioneil verknupft mit dem Promoter enthaiten, die eine erhShte transgene 
Expression der NuklelnsSuresequenz enndglichen. Auch am 3'-Ende der transgen 
zu exprimlerenden Nukieinsduresequenzen kdnnen zusatzliche vorteilhafte Sequenzen 
Inseriert werden, w!e weitere regulatorische Eiemente Oder Terminatoren. Die transgen 




t 
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zu exprimierenden Nukleinsduresequenzen kdnnen in einer oder mehraren Kopien in 
einer der erfindungsgemaBen ExpresslonskassGtten enthalten sein. 

Als Kontrotlsequenzen sind weiterhin solche zu verstehen, die eine homologe Re- 
5 l<ombinatlon bzw. Insertion in das Genom eines Wlrtsorganlsmus enndgliclien oder die 
Entfemung aus dem Genom eriauben. Bel der homologen Rekombination kann zum 
Beisplel der natOrliche Promoter eines bestimmten Gens gegen einen der erfindungs* 
gemgBen Promotoren ausgetauscht warden. IVIetiioden vAe die cre/lox-Technologie 
eriauben eine gewebespezifisclie, unter Umstdnden induzierbare Entfemung der 
10 Expressionskassette aus dem Genom des Wlrtsorganlsmus (Sauer B. (1998) Methods. 
14(4):381-92). Hier werden bestlmmte flanklerende Sequenzen dem Zielgen angefQgt 
(lox-Sequenzen), die spdter eine Entfemung mltteis der cre*Rekomblnase emi6glichen. 

Der einzufQhrende Promotor kann mittels homologer Rekombination vor das transgen 
15 zu exprimierende Zielgen platziert werden, indem der Promotor mit DNA-Sequenzen 
verknQpft wird, die zum Beispiel zu endogenen Sequenzen homolog sind, die dem 
Leseraster des Zielgens vorgeiagert sind. Derartige Sequenzen sind als genetische 
Kontrollsequenzen zu verstehen. Nachdem eine Zelle mit dem entsprechenden DNA*- 
Konstrukt transformiert wurde, kdnnen die beiden homologen Sequenzen interagieren 
20 und so die Promotorsequenz an dem gewQnschten Ort vor dem Zielgen platzieren, so 
dass die Promotorsequenz nun in funktioneller VerknOpfung mit dem Zielgen steht und 
eine erfindungsgemSQe Expressionskassette bildet. Die Auswahl der homologen 
Sequenzen bestimmt den Insertionsort des Promoters. Hierbei kann die Expressions- 
kassette durch homologe Rekombination mittels einer einfachen Oder einer doppelten- 
25 rezlproken Rekombination generiert werden. Bel der einfach re^proken Rekombination 
wird nur eine einzelne Rekombinationssequenz venvendet und es erfolgt die Insertion 
der gesamten eingefQhrten DNA. Bel der doppelt-rezlproken Rekombination ist die 
einzufQhrende DNA durch zwei homologe Sequenzen flanklert und es erfolgt die 
Insertion des flankierten Berelches. Letzteres Verfahren ist geeignet, um wie oben 
30 beschrieben den natOrlichen Promotor eines bestimmten Gens gegen einen der 
erfindungsgemaSen Promotoren auszutauschen und so den Expressionsort und -zeit- 
punkt dieses Gens zu modifizieren. Diese funktionelle Verknupfung stellt eine erfin- 
dungsgemSBe Expressionskassette dar. 

35 Zur Selektion erfolgreich homotog rekombinierter oder auch transfomnierter Zeilen ist 
es In der Regel erforderllch, einen selektionlerbaren Marker zusStzllch einzufQhren. 
Verschiedene geeignete Marker sind unten genannt Der Selektionsmarker eriaubt die 
Selektion der transformierten Zeilen von untransfomaierten. Homologe Rekombination 
ist ein relativ seltenes Ereignis in hdheren Eukaryoten, vor allem in RIanzen. Zufaillge 
40 Integrationen In das WIrtsgenom QbenAnegen. Eine Magllchkelt die zufSliig Integrlerten 
Sequenzen zu entfernen und so Zellklone mit einer korrekten homologen Rekombi- 
nation anzureichem, beSteht in der VenA^endung eines sequenzspezifischen Rekombi- 
natlonssystems wie In US 6,110.736 beschrieben. 

45 Als Kontrollsequenzen geeignete Polyadenylierungssignale sind pflanzliche Polyadeny- 
lierungssignale, sowie - vorzugsweise - solche aus Agrobacterium tumefaciens. In 
einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform enthalt die Expressionskassette eine 
in Pflanzen funktionelle Terminatorsequenz. In Pflanzen funktionelle Terminator- 
sequenzen meint allgemein solche Sequenzen, die in der Lage sind, in Pflanzen den 
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Abbmch der Transkription einer DNA-Sequenz zu bewirken. Beispiele fQr geeignete 
Terminatorsequenzen sindder OCS (Octopln-Synthase)-T6rminator und der NOS 
(Nopalin-Synthase)*Termlnator. Besonders bevorzugt sind Jedoch pflanziiche Termi* 
natorsequenzen. RIanzllche Terminatorsequenzen meint allgemein eolche Sequenzen, 
die Bestandtell elnes natOrlichen pflanzlichen Gens sind. Besonders bevorzugt sind 
dabei der Terminators des Cathepsin D Inhibitor Gens aus Kartoffel (GenBank Ago. 
No.: X74985) Oder des Terminators der Speicherprotelngens VfLEIBS (GenBank Acc. 
No.: Z26489) aus der Ackerbohne. DIese Tennlnatoren sind den im Stand der Technlk 
beschriebenen viralen Oder T-DNA Terminatoren mindestens gleiciiwertig. 

Dem Fachmann ist eine Vlelzalil von Nukleinsfturen bzw, Proteinen bekannt, deren 
rekombinante Expression gesteuert durch die erfindungsgemdBen Expressionskasset- 
ten Oder Verfahren vorteilhaft ist. Ferner sind dem Fachmann eine Vielzahl von Genen 
bekannt, durch deren Reprimierung Oder Ausschaitung mittels Expression einer 
entsprechenden antisense-RNA ebenfalls vorteilhafte Effekte erreicht werden kSnnen. 
Beispielhaft jedoch nicht einschrdnkend fQr vorteilhafte Effekte seien zu nennen: 

- Erieichterte Hersteliung eines transgenen Organismus beispielsweise durch die 
Expression von Selektionsmarkem 

- Erzlelen einer Resistenz gegen ablotische Stressfaktoren (Hltze, Kaite, Trockenheit, 
erhOhte Feuchtigkeit, Umweltgifte, UV-Strahiung) 

- Erzlelen einer Resistenz gegen blotlsche Stressfaktoren (Pathogene, Viren, Inseklen 
25 und Krankheiten) 

- Verbesserung von Nahrungs- Oder Futtereigenschaften 

- Verbesserung der Wachstumsrate Oder des Ertrages. 

30 

Nachfolgend selen einige konkrete Beispiele fQr NukleinsSuren genannt, deren 
Expression die gewQnschten vorteilhaften Effekte bietet: 

I 1. Seiektionsmarker 
35 

Seiektionsmarker umfasst sowohl positive Seiektionsmarker, die eine Resistenz gegen 
ein Antiblotikum, Herbizid oder Biozid verleihen, als auch negative Seiektionsmarker, 
die eine Sensitivitat gegen eben diese verleihen, als auch Marker die dem transformler- 
ten Organismus einen Wachstumsvorteil gewahren (beispielsweise durch Expression 

40 von SchlQsselgenen der Cytokinblosynthese; Eblnuma H et al. (2000) Proc Natl Acad 
Sci USA 94:2117-2121). Bel der positlven Selektion gedelhen nur die Organismen, die 
den entsprechenden Seiektionsmarker exprlmieren, wahrend bei der negatlven 
Selektion eben diese eingehen. Bei der Hersteliung transgener Pflanzen Ist die 
Venwendung eines positlven Selektionsmarkers bevorzugt. Bevorzugt ist ferner die 

45 Verwendung von Selektionsmarkem, die Wachstumsvorteiie verleihen. Negative 
Seiektionsmarker konnen vorteilhaft venvendet werden, wenn es damm geht, bestimm- 
te Gene oder Genomabschnltte aus einem Organismus zu entfernen (beispielsweise 
im Rahmen eines Kreuzungsprozesses). 



10 
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Der mlt der Expressionskassette eingebrachte selektionierbare Marker verlelht den 
erfoigrelch rekombinlerten Oder transformierten Zellen eine Resistenz gegen ein Blozid 
(zum Beispiel ein Herfoidd wie Phosphinottiricin, Qlyphosat oder Bromoxynil), einen 
Metaboltsmuslnhibitor wie 2-Desoxyglucose-6-plio8ptiat (WO 98/45456) Oder ein 

5 Antibiotikum, wie zum Beispiel Kanamycin, G418, Bleomycin, IHygromycin. Der 
Selektlonsmarker eriaubt die Selektlon der transfonnierten Zellen von untransfonnnier- 
ten (McConDick et at. (1986) Plant Cell Rep 5:81-84). Besonders bevorzugte Selektl- 
onsmarker sind solche die eine Resistenz gegen Herbizide verieiiien. Dem Fachmann 
sind zahireiche derartiger Selektlonsmarker und die fQr diese kodierenden Sequenzsn 

10 bekannt. Nachfotgend seien beispielliaftjedocli nicht einschrSnkend zu nennen: 

1) Positive Selektlonsmarker: 

Der mit der Expressionskassette eingebractite selektionierbare Marker verleiiit der 
erfoigrelch transfonnierten Zellen eine Resistenz gegen ein Blozid (zum Beispiel ein 
Herbizid wie Pliosphinothricln, Qlyphosat Oder Bromoxynll), einen Metabollsmuslnhlbi- 
tor wie 2-Desoxyglucose-6-phosphat (WO 98/45456) Oder ein Antibiotikum, wie zum 
Beispiel Tetracyciin, Ampiciilin, Kanamycin, G418, Neomycin, Bleomycin oder 
Hygromycin. Der Selektlonsmarker eriaubt die Selektion der transformierten Zellen von 
untransformierten (McConnlck et al. (1986) Plant Cell Reports 5:81-84). Besonders 
bevorzugte Selektlonsmarker sind solche die eine Resistenz gegen Herbizide ver- 
ieiheh. Beispielhaft als Selektlonsmarker seien genannt: 

DNA Sequenzen, die fur Phosphinothriclnacetyltransferasen (PAT; auch Bialophos- 
Resistenzgen (bar) genannt) kodieren und eine Detoxifizierung des l^erbizids 
Phosphlnothricin (PPT) bewirken (de Block et ai. (1987) EMBO J 6:2513-2518). 
Geelgnete bar Gene kdnnen aus beispielsweise Streptomyces hygroscopicus Oder 
S. viridochromogenes Isoliert werden. Entsprechende Sequenzen sind dem Fach- 
mann bekannt (GenBank Acc.-No.: XI 7220, X05822. 1^827, X65195; 
US 5,489,520). Femer sind synthetische Gene beispielsweise fOr die Expression in 
Plastiden beschrieben AJ028212. Ein synthetlsches Pat Gen 1st beschrleberi bei 
Becker et al. (1994) Plant J 5:299-307. Die Gene verleihen Resistenz gegen das 
Hert>izid Bialaphos und sind ein vielbenutzter Marker in transgenen F>flanzen 
(Vickers JE et al. (1996) Plant Mol Biol Rep 14:363-368; Thompson CJ et al. (1987) 
EMBO J 6:2519-2523). 

- 5-Enolpyruvylshlklmat-3-phosphatsynthasegene (EPSP Synthasegene), die eine 
Resistenz gegen Qlyphosat (N-(phosphonomethyl)glycin) verleihen (Steinrucken HO 
et al. (1980) Biochem Biophys Res Commun 94:1207-1212; Levin JG und. Sprinson 

40 DB (1964) J Bk)l Chem 239:1142-1150; Cole DJ (1985) Mode of action of gly- 
phosate; A literature analysis, p. 48-74. In: Grossbard E und Atkinson D (eds.). The 
herbicide glyphosate. Buttersworths, Boston.). Glyphosat-tolerante EPSPS Varian- 
ten werden bevorzugt als Selektionsmai1<er venwendet (Padgette SR et al. (1996). 
New weed control opportunities: development of soybeans with a Roundup Ready"^ 

45 gene. In: Herbicide Resistant Crops (Duke SO ed.), pp. 53-84. CRC Press, Boca 
Raton, FL; Saroha MK und Malik VS (1998) J Plant Biochem Biotechnol 7:65-72). 
Das EPSPS Gen des Agrobacterium sp. strain CP4 hat eine natOrliche Toleranz 
gegen Qlyphosat, die auf entsprechende transgene RIanzen transferiert werden 
kann (Padgette SR et al.(1995) Crop Science 35(5):1451-1461). 5-Enol- 
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pyrvylshlklmate-a-phosphate-synthasen, die Qlyphosat-tolerarrt sind. j^Isplela- 
^ beschrieben In US 5,510.471; US 5.776.760; US 5.864,425; US 5,633.435; 
US 5 627 061; US 5,463,175; EP 0 218 571. Weltere Sequenzen slnd beschrieben 
unterGenBank Accession X63374. Femer ist das aroA Gen bevorzugt (M10947). 

- das for das Glyphosat degradlerende Enzyme kodierende gox Gen (Glyphosa- 
toxldoreduklase aus Achromobacter sp.). GOX kann elne Resistenz gegen Gly- 
SJosti vermltteln (Padgette SR et al. (1996) J NutM26(3):702-l6; Shah D at al. 
(1986) Science 233: 478-481). 

- das deh Gen (kodlerend fQr elne Dehalogenase, die Dalapon Inaktlviert). (GenBank 
Acc-No.: AX022822, AX022820 sowle W099/27116) 

. bxn Gene, die fQr Bromoxynll degradlerende N'^rilaseenzyme kocfieren. B^^^^^^ 
welse die Nltrllase aus Klebsiella ozanenae. Sequenzen slnd In der GenBank bei- 
splelswelse unter den Acc.-No: E01313 und J03196 zu finden. 

- Neomyclnphosphotransferasen verlelhen elne Resistenz gegen Antlblotlka (Amino- 
aSde) wle Neomycin. G41 8. Hygromycln, Paromomycin Oder Kanamycln, indem 

20 lie Su^h 2e PhospholylleningsiBakllon deren Inhlblerende Wlrkung reduzle^^^^ 
Besonders bevdrzugt 1st das nptll Gen. Sequenzen kdnnen aus der GenBank erhal- 
ten wefden (AF0^390 Mlnltransposon mTn5-GNm; AF080389 Minitransposon 
m^nrNm c<iT.plete sequTnce). Zudem 1st das Gen berelts Bestandtell zah re Icher 
Expresslonsvekloren und kann unter Venwendung von dem Fachmann geiaufigen 
25 Verfahren (wle belsplelswelse Polymerasekettenreaktlon) aus dlesen Jsoliert werden 
(AF234316 pCAMBIA-2301 ; AF234315 pCAMBlA-2300. AF234314 pCAMBlA- 
2201) Das NPTll Gen kodlert fur elne Amlnoglycosid-3'O-phosphotransferase aus 
E.C011. Tn5 (GenBank Acc.-No: U00004 Position 1401-2300; Beck et al. (1982) 
Gene' 19 327-336). 



30 



- das DOG^I-Gen. Das Gen DOG"l vwurde aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae 
Isollert (EP 0 807 836). Es codlert fur elne 2-Desoxyglukose-6-phosphat Phospha- 
tase, die Resistenz gegenuber 2-DOG verlelht (Randez-Gil et al. IfS, Yeast 11. 
I 1233-1240; S^inz et al. (1994) Yeast 10:1195- 1202, Sequenz: Go"Bank Acc.-No.. 

35 NC001140 chromosom VIII. Saccharomyces cen/lslae Position 194799-194056). 



- Sulfonylharnstoff- und Imldazollnon InaktMerende Acetolactatsynthasen, die eine 
Resistenz gegen imldazoHnon/Sulfonylharnstoff-Herbizlde verlelhen Geeignet sind 

40 belsplelswelse die unter der GenBank Acc-No.: X51514 hlnterabgelegte Seque^^^^ 
for das Arabldopsls thallana Csr 1.2 Gen (EG 4.1.3.18) (Sathasivan K et al. (1990) 
Nucleic Acids Res. 18(8):2188). Acetolactatesynthasen die elne Resistenz gegen 
Imldazollnon-Herblzlde verlelhen slnd femer beschrieben u"*®"" f " 
No.: AB049823, AF094326, X07645. X07644. A19547, A19546, A19545. 105376, 

45 105373, AL1 3331 5. 

- Hygromycinphosphotransferasen (X74325 P. pseudomallel gene for hygromycln 
phosphotransferase) die elne Resistenz gegen das Antiblotlkum Hygromycin ver- 
lelhen. Das Gen 1st Bestandtell zahlreicher Expresslonsvekloren und kann unter 
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Verwendung von dem Fachmann gelftuflgen Yerfah;en *^el^^^^^ 
rasekettenreaWlon) aus dieson Isollert warden (AF294981 plNDEX4; AF234301 
^SSm^^^' fi^23Am pCAMBlA-1304; AF234299 pCAMBIA.1303: AF234298 
S^AMBIA-1302; AF354046 pCAMB«A-1305.; AF354045 pCAMBlA-ISOS.I) 

5 

- Resistenzgene gegen 

a) Chloramphenicol (Chloramphenlcolacetyltransferase). 

tn MTatracvcim verschledene Resistenzgene sind beschrleben z.B. X65876 
^ I ofS'aerfes dass D tetA and tetR for tetracycline resistance and repressor 
L^L?nr 366 bSu^^ plasmid pBCie tetracycline resistance gene 

Sem 1^ iaf Q^^^^^^^^^^^^ ^'^"«'^»^«^ Expresslonsvektoren und 

Snn unter Vemendung von dem Fachmann gelSufigen Verfahren (wie belsplels- 

15 welse PolymerasekettenreakUon) aus diesen isollert werden 

ti\ Streotomycln. verschledene Resistenzgene sind beschrleben z.B. mit <i^r Gen- 
^ lar?^ Na:AJ278607 Corynebacterium acetoacidophllum ant gene for strep- 
tomycin adenylyltransf erase. 

^ zeocin das entsprechende Reslstenzgen 1st Bestandteil zahlrelcher Klonle- 

^ mn^v^lSTen S B L36849 Cloning vector pZEO) und kann unter Ven<vendung 
ZderFachrS^^ geiaufigen Verf^ren (wIe belsplelswelse Polymeraseketten- 
reaktion) aus diesen Isollert werden. 

® e^ AmDiclllln (B-Uctamase Gen; Datta N. Richmond MH.(1966) Blochem J. 
^ S^2M.9rH^ron F et al (1975) J. Bacterid 122: 250^56; das Amp Gen wur- 
de aleret zu"Herstellung des E. coll Vektors pBR322 klonlert; Bolivar F et al. 
?1 9^ Gene 2 95-^1 4) Die Sequenz 1st Bestandteil zahlrelcher Klonlemngsvek- 
;runTk:nfu^i;^^e,^:n^^^^ von ^^em '^-hmann geiauflgen^^^^^^ 
belsplelswelse Polymerasekettenreaktlon) aus diesen isoliert werden. 

- Gene wie die Isopentenyltransferase aus Agrobacterium tumefaciens (f alruP^) 
TGenb^k ACC.-NO.: Ab625109). Das ipt Gen 1st eln SchlQsselenzym (^er C^^^^ 
35 Kosynthese. Seine Oberexpresslon erielchtert die Regeneration von ^ anzen (z.a 
ieleWion auf Cytokin-freiem Medium). Das Verfahren ^r Nuteung de^^^^^ 
beschrleben (Eblnuma H et al. (2000) Proc Natl Acad Sc ^SA 94.2ir^^^^^^^^ 
numa H et al. (2000) Selection of Marker-free transgenic P'a"*^ "Sing the o^^^^^ 
Senes (/Pt «>/a; B. C) of Agrobacterium as selectable markers, in Molecular Biology 
40 Of Woody Plants. Kluwer Academic Publishers). 

verschledene weltere positive Selektlonsmarker. die den transformlerten Pflanzen 
e^!Ty^e^^L7^ne\\9eaeuater nlcht-transfomiierten verlelhen sowie Verfahren zu 
fhrer Ve^endung sind u.a. beschrleben in EP-A 0 601 092. Beispielhaft sind zu 
45 nlnnenTeiucuronidase (in Verbindung mIt z.B. Cytoklnlnglucuronid) Mannose-6- 
nhoShat-lSm^^^^^^ (in Verbindung mlt Mannose). UDP-Galaktose-4-Epimerase (in 
vSung r!!!tTa G^ wobel Mannose-e-phosphat-lsomerase in Verbindung 

mit Mannose besonders bevorzugt ist 
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H) Negative SeleMionsmarker 

Negative Selel^tionsmarker ermdglichen l}elspielswei8e die Selelction von Organismen 
mit erfolgreich deletierten Sequenzen, die das Marl<ergen umfassen (Koprel< T et al. 
(1999) Piant J 19(6):719-726).Bei der negativen Selel<tion wird belspielsweise durcti 
den in die Pflanze eingebrachten negativen Selei<tion8mari<er eine Verbindung, die 
ansonsten fOr die Pfianze Icelne naditeOige Wiricung tiat, in eine Verbindung mit nacli- 
teiiiger Wiri<ung umgesetzt. Femer sind Gene geeignet, die per se eine nacliteiiige 
Wiri<ung haben, wie zum Beispiei Thymidini<inase (TK), Diplitiieria Toxin A Fragment 
(DT-A), das codA Qenprodulct itodierend fOr eine Cytosindeaminase (Gieave AP et al. 
(1999) Piant ly^ol Biol, 40(2)-.223-35; Perera RJ et al. (1993) Plant Moi. Biol 23(4): 793- 
799; Stougaard J (1993) Piant J 3:755-761), das Cytoctirom P450 Gen (Koprel< et al. 
(1999) Piant J 16:719-726), Gene i(odierend fOr eine IHaioalkan Deiialogenase 
(Naested H (1999) Piant J 18:571-576). das laaH Gen (Sundaresan V et al. (1995) 
Genes & Development 9:1797-1810) Oder das tm82 Gen (Fedoroff NV & Smitli DL 
(1993) Plant J 3:273-289). 

Die jeweiis fOr die Seleiction venwendeton Konzentrationen der Antibiotika, Herbizide, 
Biozlde Oder Toxine mOssen an die Jeweiiigen Testbedingungen bzw. Organismen 
angepasst werden. Beispiellnaft seien fOr RIanzen zu nennen Kanamycin (Km) 50 mg/l, 
Hygromycin B 40 mg/l, Phosphinotiirlcin (Ppt) 6 mg/l. 

Femer kOnnen funktlonelle Analoga der genannten Nukleinsauren kodlerend 
fOr Selektionsmarker exprimiert werden. Funktlonelle Analoga meint hier alt die 
25 Sequenzen, die im wesentiiclien die gleiche Funktion haben d.h. zu einer SelekUdn 
transformierter Organismen bef&liigt sind. Dabei kann das funkOoneile Anaiogon sicli in 
anderen Merkmalen durcliaus unterscheiden. Es kann zum Beispiei eine hdhere 
Oder niedrigere AktivitSt tiaben oder aucii Qber weitere Funktionalitdten verfQgen. 

30 2. Verbesserter Scliutz der Pflanze gegen abiotisclie Stressfaktoren wie Trocken- 
helt, HItze, oder Kaite zum Beispiei durch Oberexpresslon von "antifreeze"- Poly- 
peptiden aus Myoxoceplialus Scorpius (WO 00/00512), Myoxocephaius octode- 

• cemspinosus^dem Arabidopsls thaliana TranskrIpHonsaktivator CBF1, Glutamat- 
dehydrogenasen (WO 97/12983, WO 98/11240), Calcium-abli§ngigen Protein- 
35 kinasegenen (WO 98/26045), Calcineurinen (WO 99/05902), Famesyltrans- 

ferasen (WO 99/06580), Pel ZM et al.. Science 1998, 282: 287-290), Ferritin 
(Deak M et al.. Nature Bioteciinology 1999, 17:192-196), Oxalatoxidase 
(WO 99/04013; Dunweli JM Bioteciinology and Genetic Engeneering Revie>ws 
1998, 15:1-32), DREBIA-Faktor (dehydration response element B 1A; Kasuga M 
40 etal., Nature Biotechnology 1999, 17:276-286). Genen der Mannitol- oder Tre- 

haiosesynthese wie der Trehaiosephosphatsynthase oder der Trehalose- 
phosphatphosphatase (WO 97/42326), Oder durch Inhibition von Genen wie der 
Trehalase (WO 97/50561). Besonders bevorzugt sind Nukleinsauren, die fur den 
transkriptioneiien Aktivator CBFI aus Arabidopsls thaliana (GenBank Acc.-No.: 
45 U77378) Oder das "antifreeze protein" aus Myoxocephaius octodecemspinosus 

(GenBank Acc.-No.: AF306348) oder funktionelle Aqulvalente derselben kodie- 
ren. 
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3. Expression von Stoffwechselenzymen zur VeoArendung im Futter- und Nah- 
rungsmittelbereich, zum Beispiel die Expression von Phytase und Ceilulasen. 
Besonders bevorzugt sind Nuldeinsduren wie die icOnstliche fOr eine miiax>blelie 
Piiytase Icodierende cDNA (GenBanl< Acc.-No.: A19451) Oder funicUonelle Aqui- 

5 valente derselben. 

4. Erreiclien einer Resistenz zum Beispiei gegen Piize, insel<ten, Nematoden und 
Kranl<lieiten durch ge^eite Absonderung oder Anreiclierung bestimmter Meta- 
boliten Oder Proteine in der Epidermis des Embryos. Beispieiiiaft seien genannt 

10 Giucosinolate (Abwelir von IHerfoivoren), Ciiitinasen oder Giucanasen und 

andere Enzyme die die Zeliwand von Parasiten zerstOren, Ribosom-inal<ti- 
vierende Proteine (RiPs) und andere Proteine der pftanziiclien Resistenz- und 
Stressrealction, wie sie bei Verietzung oder miicrobieiiem Befaii von Pfianzen o- 
der chemlscli durch zum Beispiel Saiicyisflure, Jasmonsdure oder Etlnyien 
15 induziert werden, Lysozyme aus nicht-pfianziiciien Queiien wie zum Beispiel T4 

Lysozym oder Lysozym aus verscliiedenen Saugem, inseictizide Proteine wie 
Bacillus thurlnglensls Endoto^do. a-Amylaseininibitor oder Proteaseinhibitoren 
(cowpea Trypsininliibitor), Giucanasen, Lectinen wie Phytoliemaggtutinin. 
Weizeni<eimaggiutinln, RNAsen oder Ribozyme. Besonders bevorzugt sind 
20 Nui<ieinsauren. die fOr die cliit42 Endochitinase aus Trlchiodemna liarzlanum 

(GenBanfc Acc.-No.: S78423) oder fOr das N-hydroxyiierende, multlfunktionelle 
Cytochrom P-450 (CYP79) Proteine aus Sorglium bicolor (GenBanIc Acc.-No.: 
U32624) Oder funlctioneile Aquivaiente derseiben icodieren. 

25 5. Belonnt ist die AI<l<umulation von Glucosinolaten in Pfianzen der Gattung der 
Cardaies insbesondere der Olsaaten zum Scliutzvor Sctiadlingen (Raslc L 
etai.(2000) Plant Mol Biol 42:93-113; l^enard R et al. (1999) Phytoctiemistry 
52:29-35), die Expression des Bacillus thurlnglensls Endotoxin unter Kontrolie 
des 35 S Caiy/IV Promoters (Vaecl< et ai. (1987) Nature 328:33-37) oder der 

30 Scliutz des Tabal^s gegen Pilzbefall durch Expression einer Chitlnase aus der 

Bohne unter Kontrolie des CaMV Promotors (Brogiie et ai. (1991) Science 
254:1194-119. 

•I Die Expression synthetischer crylA(b) and crylA(c) Gene, die fQr Lepidopteren- 

35 spezifische delta-Endotoxine aus Bacillus thuringlensis l^odieren, kann in ver- 

schiedenen Pfianzen eine Resistenz gegen Schadinselcten bewirl<en. So l<ann in 
Reis eine Resistenz gegen zwei der wichtigsten ReisschSdlinge, den gestreiften 
Stengelbohrer {Chilo suppressalis) und den gelben Stengelbohrer {Sclrpophaga 
incertulas), erzielt werden (Cheng X et al. (1998) Proc Natl Acad Sci USA 
40 95(6):2767-2772; Nayalc P et al. (1997) Proc Natl Acad Sci USA 94(6):2111- 

2116). 

5. Expression von Genen, die eine AI<kumuiation von Feinchemiiolien, wie von 
Tocopheroien, Tocotrienolen Oder Carotinoiden bewiri<en. Beispielhaft sei die 

45 Phytoendesaturase genannt. Bevorzugt sind Nuklelnsauren, die fQr die Phyloen- 

desaturase aus Narcissus pseudonarcissus (GenBank Acc.-No.: X78815) oder 
funktionelie Aquivaiente derselben kodieren. 
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6 ProdukUon von Neutraceutlcals wie zum Belsplel polyungesfttHgten Fattefluren 
wie belsplelswelse Arachldonsflure Oder EP (Elcosapentaensfture) Oder DHA 
(Docosahexaensfiure) durch Expression von Fettsftureelongasen und/oder 
-desaturasen oder ProdukUon von Protelnen mit verbessertem Nahrungswerl wie 
zum Belsplel mIt einem hohen Anlell an essentlellen Aminosfturen (z.B. das 
methlonlnrelche 2S Albumlngen der Brasllnuss). Bevorzugt slnd Nuklelnsauren. 
die fQr das methlonlnrelche 2S Albumin aus Bertholletia oxcelsa (GenBank Acc.- 
No •AB044391), die A6-Acylllplddesaturase aus Physcomftrella patens (GenBank 
Aci*.No.: AJ222980: GIrke et al. (1998) Plant J 15:39-48). die A6-Desa^^^^^^ 
aus Mortlerella alplna (Sakuradanl et al. (1999) Gene 238:445.453). d eA5- 
Desaturase aus Caenorhabditis elegans (Mlchaelson et al. 1998. F£BS Letters 
439-215-218). die AS-Fettsfturedesaturase (des-5) aus Caenorhabditis elegans 
(GenBank Acc.-No.: AF078796). die A5-Desaturase aus Mortlerella ajplna 
Mlchaelson et al. J Biol Chem 273:19055-19059) die A6-Bong^^^^^^ 
norhabditis elegans (Beaudoln et al. (2000) Proc Natl. Acad Scl USA 97.6421- 
^2^. r^llongase aus Physcomltrella patens (Zank et aU (2000) Biochemi- 
cal Society Transactions 28:654-657) oder funkttonelle Aquivalente derselben 
kodieren. 

7 Produktlon von FelnchemikaHen (wie belsplelswelse En^men) und Pha/jma- 
zmrtlka (wie zum Belsplel Antlkdrpem oder Vakzlnen wie beschrleben bel Hood 
S^^jtka JM (1999) Curr Opin Blotechnol. 10(4):382-6; Ma JK. Vine ND (1999) 
CuJr Top Microbiol Immunol 236:275-92). Belsplelswelse konnte iekomblna^^^ 
Avidin aus HOhnerelwelB und bakterieller B-Glucuronidase (GUS) In groBen 
MaBstab In transgenen Malspflanzen produziert werden (Hood et a<- /1999) Adv 
ExD Med Biol 464:127-47). DIese rekomblnanten Proteine aus Maispflanzen 
werden von der Rrnia Sigma Chemicals Co. als hochrelne Blochemlkallen ver- 
trleben. 

8 Errelchen einer erhdhten SpeicherfShigkeit in Zelien, die nonnalenwelse werMger 
* speicherproteine oder -lipide enthalten mlt dem Zlel. den Ertrag an diesen Sub- 
s^nzen zu erh6hen. zum Beispiel durch Expression eine Acetyl-CoA Cartjoxyla- 
se. Bevorzugt sind Nukleinsauren. die fQr die Acetyl-CoA Carboxylase (Accase) 
aus Medicago sativa (GenBank Acc.-No.: L25042) oder funkUonelle Aquivalente 
\ derselben kodieren. 

Weitere Beispiele fOr vorteiihatte Gene sind zum Beispiel genannt bei Dunwell JM 
(2000) J Exp Bot. 51 Spec No:487-96. 

D Femer kSnnen funktionelle Analoga der genannten NukleinsSuren bzvv. Pro\e\m 
e^miert werden. FunkUonelle Analoga meint hier all die Sequenzen. ^ « «m wese^^ 
nd?en die glelche FunkUon haben d.h. zu der FunkUon (^m Be.sp.el e.ner Substratum^ 
sSteung Oder einer Signaltransduktion) befShigt sind we auch das be^P^lhatt 
genannte Protein. Dabei kann das funkUonelle Analogon sich in anderen Merkm^n 

5 durchaus unterscheiden. Es kann zum Beispiel eine hOhere oder n iednge e Akhvita 
haben oder auch Qber weitere FunkUonalltaten verfugen. Funktionelle Analoga meint 
femer Sequenzen. die fur Fusionsproteine bestehend aus einem der bevor^ugten 
Proteine und anderen Protelnen zum Beispiel einem welteren bevorzugten Protein 
Oder aber auch einer Signalpeptidsequenz kodieren. 
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Die Expression der Nuklelnsauren unter Kontrolle der erflndungsgemftSen Promotoren 
ist inledem gewOnschten ZellkompaiUment. wie z.B. dem Endomembransyetem. der 
Vakuole und den Chloroplasten mOgllch. Durch Nutzung dee sekretorlschen Wege^ 

5 slnd aewOnschte GlykosirtlerungsreakBonen. besondere Faltungen u.a. mOgllch. Auch 
Se S^des Wotelne zur ZeMoberfiache bzw. die Sezemlemng Ins Kultur- 
S^td^rX^ beTsp^l^else bel Nutzung suspenslonskuttlvlerter Zellen Oder P;<^optosten 
T^ m6Q\\ch Die dafOr notwendlgen Targetsequenzen k6nnen sowohl In elnze^en 
VelTJSlonen torQcksl^^^^ werden als auch durch Venwendung einer flee^neten 

10 WoS^Smtegte gemelnsT^ mlt dem zu klonlerenden Zlelgen In den V^eWor j^t 

a) klelne Untereinhelt (SSU) der Rlbuloseblsphosphatcarboxylase (Rublsco ssu) 
aus Erbse, Mais, Sonnenblume 

' b) TransitpeptideabgeleltetvonGenenderpflan^c^^^^ 

das Transltpeptld des plastldSren "Acyl Gamer Protein (ACP). d^e Stearyi AUf* 
^sa^^^-K^oac^-f^OP Synthase oder die Acyl-ACP-Thloesterase 

JO c) das Transltpeptld f Qr GBSSl ("Starch Granule Bound Starch Synthase I") 
d) LHCP II Gene. 

40 Res 15:8693-8711) und derglelchen zum Elnsatz kommen. 

rx c ^h«,ann M firmer bekannt dass er die oben beschrlebenen Gene nicht direkt 
^L„ X *m ^splel durch an«-sense reprimleren muss. Er kann auch mn 

S^S. .X^Represslon des endoger,en Gens. So kann man die ae«unschten 
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Effekte auch durch Expression eines entsprechenden Zinkfinger-Transkriptionsfaktors 
unter Kontrolle eines der erfindungsgemdBen Promotoren errelchen. 

Die erfindungsgemdBen Expressionskassetten kdnnen ebenso zur UnterdrQckung bzw. 
5 Reduktion von Repllkation oder/und Translation von Zietgenen durch ''Gene Silencing" 
eingesetzt warden. 

Die erfindungsgemaBen Expressionskassetten kSnnen auch eingesetzt werden, um 
Nukleinsduren zu exprimieren, die sogenannte "antisense" Effekte vermittein und so 
10 beispielsweise zur Venninderung der Expression eines Zielproteins befdhigt sind. 

Bevorzugte Gene bzw. Proteine, deren Suppression einen vorteiihaften Phfinotyp 
bedingt, umfassen beispielhaft, aber nicht einschrdnkend: 

Polygalakturonase zur Verhinderung von Zellabbau und "Matschig^-werden 
von Pflanzen und FrOchten beispielsweise Tomaten. Bevorzugt werden dazu 
NukleinsSuresequenzen wie die des Polygaiakturonase-Gens der Tomate (Gen- 
Bank Acc.-No«: X14074) Oder dessen Homologe aus anderen Gattungen und 
Arten verwendet 

Verminderung der Expression von allergenen Proteinen wie beispielsweise 
beschrieben bei Tada Y et al. (1996) FEBS Utt 391(3):341-345 Oder Nakamura 
R (1996) Blosci Biotechnol Biochem 60(8):1215*1221 . 

Verdnderung der BIQtenfarbe durch Suppression der Expression von Enzymen 
der Anthocyanbiosynthese. Entsprechende Vorgehensweisen sind beschrieben 
(beispielsweise bei Forkmann G, Martens S. (2001) Curr Opin Biotechnol 
12(2): 155-1 60). Bevorzugt werden dazu Nukleins^uresequenzen wie die der 
Ravdnoid-3'-hydroxylase (GenBank Acc.-No.: AB045593), der Dlhydroflavanol- 
4-reduktase (GenBank Acc.-No.: AF017451), der Chalconisomerase (GenBank 
Acc.-No.: AF276302), der Chalconsynthase (GenBank Acc.-No.: AB061022), der 
Flavanone-3-beta-hydroxylase (GenBank Acc--No.: X72592) Oder der Flavone- 
synthase il (GenBank Acc.-No.: AB045592) Oder deren Homologe aus anderen 
Gattungen und Arten verwendet. 

Verschiebung des Amylose/Amylopeklingehaltes In StSrke durch Suppression 
des Verzweigungsenzyms Q, das fur die a-1,6-gIykosidische Verknupfung ver- 
antwortlich ist. Entsprechende Vorgehensweisen sind beschrieben (beispiels- 
weise bei Schwall GP et al. (2000) Nat Biotechnol 18(5):551-554). Bevorzugt 
werden dazu NukleinsSuresequenzen wie die des Starch branching enzyme II 
der Karloffel (GenBank Acc.-No.: AR1 23356; US 6,169,226) Oder dessen Homo- 
loge aus anderen Gattungen und Arten verwendet. 

Eine "antisense" NukleinsSure meint zungLchst eine NukleinsSuresequenz die ganz 
45 Oder teilweise zu zumindest einem Teil des "sense"-Stranges besagten Zielproteins 
komplementSr ist. Dem Fachmann ist bekannt, dass er alternativ die cDNA oder das 
korrespondierendes Gen als Ausgangsmatrize fur entsprechende antisense-Konstrukte 
verwenden kann. Bevorzugt ist die "antlsense" Nukleinsaure komplementar zu dem 
kodierenden Bereich des 23elproteins Oder einem Teil desselben. Die "antisense" 
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Nukleinsdure kann aber auch zu der nicht-kodierenden Region oder einem Teil der- 
selben komptementdr sein. Ausgehend von der Sequenzinfonnation zu einem Zlei- 
protein, kann eine antisense Nukleinsfture unter BerQcksichtlgung der Baeenpaar- 
regeln von Watson und Crick in der dem Fachmann geldufigen Weise entworfen 
werden. EIne antisenee Nukleinsfture kann kompiementftr zu der gesamten oder einem 
Teil der Nukieinsfturesequenz eines Seiprotelns sein. In einer bevorzugten Aus- 
fOlirungsform Ist die antisense Nukleinsfture ein Oiigonuldeotkl mlt einer Lftnge von 
zum Beisplel 15. 20, 25, 30, 35, 40, 45 oder 50 Nukleotiden. 

Die antisense Nukleinsfture umfasst In einer bevorzugten AusfQhrungsform a-anomere 
NukleinsfiuremolekQIe. a-Anomere Nukleinsfturemolekaie bilden besondere doppel- 
strftnglge i^ybride mit komplementftrer RNA in denen im Unterscliied zu den nomiaien 
p-Einheiten die Strftnge parallel zu einander verlaufen (Qaultier et ai. (1987) Nucleic 
Acids Res 15:6625-6641). 

Ebenso umfasst ist die Verwendung der oben besciiriebenen Sequenzen in sense- 
Orientierung, \was wie dem Faclimann gelftufig ist, zu einer Kosuppresslon fOliren 
kann. Die Expression von sense-RNA zu einem endogenen Gen kann dessen Expres- 
sion vemilndem oder ausschaiten, fthnllch wie es fOr antisense Ansfttze beschrieben 
wurde (Goring et al. (1991) Proc Natl Acad Sci USA 88:1770-1774; Smitli et ai. (1990) 
Moi Gen Genet 224:447-481; Napoll et al. (1990) Plant Ceil 2:279-289; Van der Krol et 
al. (1990) Plant Cell 2:291-299). Dabei kann das eingefOhrte Konslnjkt das zu vermin- 
demde Gen ganz oder nur teilwelse reprftsentieren. Die Mdgiichkeit zur Tiansiatfon ist 
n\dnA erforderiicii. 

Ganz besonders bevorzugt ist auch die Venwendung von Verfaiiren wie der Genregu- 
lation mittels doppelstrftngiger RNA ("double-stranded RNA interference"). Ent- 
sprecliende Verfaliren sind dem Faclimann bekannt und im Detail beschrieben (z.B. 
I^atzke MA et al. (2000) Plant Mo\ Btoi 43:401-415; Rre A. et al (1998) Nature 
391:806-811; WO 99/32619; WO 99/53050; WO 00/68374; WO 00/44914; 
WO 00/44895; WO 00/49035; WO 00/63364). Auf die in den angegebenen Zitaten 
beschriebenen Verfahren und Methoden wird ausdrOckiich Bezug genommen. Hier 
wird durch gieichzeitlge Einbringung von Strang- und Gegenstrang eine hocheffiziente 
UnterdrQckung nativer Gene bewirkt 

Vorteiihaft kann die antlsense-Strategie mit einem Ribozym-Verfahren gekoppelt 
werden. Ribozyme sind katalytisch aktlve RNA Sequenzen, die gekoppelt an die 
antisense Sequenzen, die Zieisequenzen katalytisch spaiten (Tanner NK. FEI\/IS Micro- 
biol Rev. 1999; 23 (3):257-75). Dies kann die Effizienz einer anti-sense Strategie 
erhShen. Die Expression von Ribozymen zur Venninderung bestimmter Proteine 
ist dem Fachmann bekannt und beispielsweise beschrieben in EP-A1 0 291 533, 
EP-A1 0 321 201 und EP-A1 0 360 257. Geeignete Zieisequenzen und Ribozyme 
kdnnen zum Beisplel wie bei Steinecke (Ribozymes, Methods in Cell Bioiogy 50, 
Gaibralth et al. eds. Academic Press, Inc. (1995), 449-460) beschrieben, durch 
Sekundftrstnjkturberechnungen von Ribozym- und Zlel-RNA sowie durch deren 
Interaklion bestimmt werden (Bayley CC et ai.. Plant Mol Biol. 1992; 18(2):353-361; 
Uoyd AM and Davis RW et al., Moi Gen Genet. 1994 Mar;242(6):653-657). Beispieihaft 
sind "hammerhead"-Ribozyme zii nennen (Haselhoff and Geriach (1988) Nature 
334:585-591). Bevorzugte Ribozyme basieren auf Derivaten der Tetrahymena L-19 
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IVS RNA (US 4,987,071; US 5,116,742). Weftere Rlboryme mit SeleWMtat fQr elne 
L1 19 mRNA kdnnen selekHonlert warden (Bartel D und Szostak JW (1993) Science 
261:1411-1418). 

5 In einer welteren AusfQhnjngsfonn kann Vermlndemng der Zlelproteln-Expresslon 
unter Venwendung von NuWelnsfturesequenzen bewlrkt warden, die komplementar zu 
regulativen Elamentan der Zlelprotaln-Gane sind. mit diasan WPjf-Jf"*^^ 
Struktur ausbllden und so die Gen-Transkriptlon verhlndem (Helena C Offi) Anti- 
cancer Dnjg Des. 6(6):569.84; Helene C et al. (1992) Ann NY Acad Scl 660:27-36; 

10 Maher U (1992) Bloassays 14(12):807-815). 

Die erfindungsgemaBen bldlrekllonalen Promotoren sInd besonders vortellhaft, wenn 
er fOr die Regulation zweler Enzyme eines Stoffwechselweges eingesetj wird. Bel- 
spielswelse kann die 2'-Methyl-6-phytylhydroqulnon-methyltransferase und die Homo- 
15 gentlsatphytylpyrophosphattransferase gleichzeltig aber einen der erfindungsgemaBen 

LrekUonS^n Promoter exprimlert werden. was ^'^^^^^^^^^^Z^'^^^t^ 
bewlrW. Wefterhin fQhrt die Hemmung der Homogentlsatdloxygenase (belsple swelse 
ObHe Expression alnar korrespondlarenden dsRNA) .^'t "^^T^^^r^^^^^^^^ 
Tyrosmamlnotransferase zu einer Stelgemng ^es Tocopherolgeh^^^ 
stoffwechsel fOhrt die Hemmung der e-Zyklase und die Uberexpresslon der p-Zyklase 
zu einer Verandemng des Gehaltes von a-CarotIn und p-Carotin. 

Es 1st mdgllch postranskriptlonellen „Sllenclng"-Effekte durch paraliele Hej^iT^^^^ 
Transkription des SDE3 Gens und Oberexpresston des rekomblnanten Proteins zu 
25 verhlndem (WO 02/063039). 

Auch immunologisch akUve Tellen von Antlkdrpem kOnnen unter Verwendung der 
XdSgemaBen Promotoren vortellhaft exprimlert warden. So kann be.spialswe^e 
fn die elne Richtung die schwara Katte eines lgG1 Antikorpers und In die andere 
30 Richtung die lelchta Kette exprimiert werden. Nach Translation bilden beide amen 
funkllonellen AntlkSrper (WO 02/101006). 

Welterhin kdnnen glelchzaitig strassbezogena •o"^"^'-^"^P°;?^„f„^„^^^^ 
zusammman mit Harblzidgenen exprimlert werden. um die Tolaranz gagan Umwelt 

35 eInflCisse zu arhdhen. 

Viele Enzyme bastahan aus zwai oder mahreran Untarelnhaiten. die beide notwendig 
Wr die pSSton sind. Mittels eines der erfindungsgemaBen. bidirel^onalen Promo^o/^ 
ist es mSgllch. zwel Unterelnhelten gleichzeltig zu exprimieren. Em Beispial daf ur ist 
40 die Oberexpresslon der a- und der p- Unterelnhelt des Folllkel stimulierendas mensch- 
llchen Honmons. 

FQr die Etabllerung von Transfomiatlonssystemen ist ain Konstrukt bestahand aus 
efnem Gen fur eina Selektionsmarkar und elnem Reportargan besonders wertvoli. 
45 wenn sie durch diesen bidirektionaian Promoter reguliert werden. 

Die erfindungsgemaBen Expressionskassettan und die von ihnan abgeleiteten Vek- 
toran kannan waitare FunWaonselamante anthalten. Par Begriff Funktionsalemen t ist 
brelt^ verstehen und meint all solcha Elamenta. die einen Bnfluss auf Herstellung. 
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Vermehrung Oder FunkUon der erflndungsgemflBen Expresslonskassetten Oder von 
diesen abgeleltete Vektoren oder Organlsmen haben. Belsplelhaft aber nicht elr^- 
schrAnkerKl selen zu nennen: 




20 




5 a) Reportergene 

Reportergene Oder -protelne kodleren fQr lelcht quantiflzlerbare Protelne und 
gewShrlelsten Ober Elgenfarbe oder EnzymaktJvltat eine Bewertung der Trans- 
formatlonsefflzlenz, dee Expresslonsortes oder -zeltpunktes (Schenbom E, 
10 Groskreutz D (1999) Mol Btotechnol 13(1):29-44). Belsplelhaft sind zu nennen: 

. "green fluorescence protein" (GFP) (Chul WL et al.. Gun- Biol 1996 6:325- 
^0; Leffel SM et al.. Blotechnlques. 23(5):912-8, 1997; Sheen et 81.(1995) 
Plant Journal 8(5):777-784; Haseloff et al.(1997) Proc Natl AW|d Scl USA 
15 94(6V2122-2127; Relchel et al.(1996) Proc Natl Acad Scl USA 93(12):5888- 

5893: -nan et al. (1997) Plant Cell Rep 16:267-271; WO 97/41228). 

- Chloramphenlcoltransferase (Fromm et al. (1985) Proc Natl Acad Scl USA 
82.5824-5828), 

- Luzlferase (Millar et al. (1992) Plant Mol Biol Rep 10:324-414; Ow et al. 
(1986) Science, 234:856-859); erlaubt Blolumlnescenzdetektion. 

. HSalactosldase, kodlert fQr ein Enzym fQr das verschledenen chromogene 
25 Substrate zur VerfQgung slehen. 

. B-Glucuronidase (GUS) (Jefferson et al. (1987) EMBO J 6:3901-3907) oder 
das uldA Gen, das eIn Enzym fQr verschledene chromogene Substrate 
kodlert. 

^ . R-Locus Genprodukt:Protein. das die Produktion von Anthocyaninpigme^^^^^ 

Trote Ffirbung) in pflanzlichen Gewebe regullert und so e.ne dlrekte Ana^se 
dTpromotoraktivitat ohne Zugabe zusatzllcher Hllfsstoffe Oder chromogener 
Substrate enn6gllcht (Dellaporta et al.. In: Chromosome Structure andFunc- 
tlon: impact of New Concepts, 18th Stadler Genetics Symposium 1 1 .263-282. 
1988). 

- B-Lactamase (Sutcliffe (1978) Proc Natl Acad Scl USA 75:3737-3741). 
En^ fQr verschledene chromogene Substrate (z.B. PADAC, em chromo- 
40 genes Cephalosporin). 

. xylE Genprodukl (Zukowsky et al. (1983) Proc Natl Acad Scl USA 80:1101- 
1 105). Catecholdioxygenase, die chromogene Catechole umsetzen kann. 

45 Alpha-Amylase (Ikuta et al. (1990) Bio/Technol. 8:241-242). 

. Tyrosinase (Katz et al.(1983) J Gen Microbiol 129:2703-2714). Enzym. das 
TvJ^sln zu DOPA und Dopaquinon oxidiert. die infolge das leicht nachweis- 



35 



bare Melanin bilden. 
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- Aequorin (Prasher et al.(1985) Blochem Blophys Res Commun 126(3):1259- 
12&), kann In der Caldum-sensltlven Btolumlnescenzdetekdon verwendet 
warden. 

b) RepHkatlonsureprOnge, die eine Vermehrung der erflndungsgemaBen Expressl- 
^ onskassetten oder Vektoren In zum Belsplel E. coll at^f^^elsten Belsplettia^ 
selen genannt ORI (origin of DNA replication), der PBR322 ori oder der P1^ ori 
(Sambrook et al.: Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 2«'ed. CoW Spring 
Harbor Uboratory Press, CoW Spring Harbor, NY, 1989). 

Elemente zum Belsplel "Bordersequenzen". die einen AgrobaWerien-vermWelten 
Ser In Pflanzenzellen fOr die Obertragung und Integration Ins Pflanzen- 
Je^om ermSS^hen. wie zum Belsplel die rechte Oder llnke Begrenzung der 
T-DNA Oder die vIr-Regfon. 

d) Multiple Ktonlenjngsreglonen (MCS) eriauben und ertelchtem die Insertion elnes 
Oder mehrerer NuklelnsSuresequenzon. 

Dem Fachmann slnd verschledene Wege bekannt, um zu einer erf«"du"gsgema^^^ 
i^oreSto^Ttessette zu gelangen. Die Herstellung eIner erflndungsgemaBen Expressl- 
o^oUTt bLi^^s^^^ dutch Fusion elnes der erflndungsgemaBen 
Z"^^: i:S:^e^TiS!^:^. Clvalentes oder funk«onel. ^julveje^^^^^^^ 
aemaB SEQ ID NO: 1 Oder 2 Oder elnes funktlonellen Aqulvalentes mlt einer zu 
e^rilfe^den Nu^^^^^ gegebenenfalls einer fOr eine Trans^^^^^^^ 

STenden Sequenz, vorzugsweise eln chloroplastenspez^sch^ JSSJ 
welches vorzugsweise zwischen dem Promotor und der jewell gen NuWemsaure- 
sequer^ anS^dnel 1st, sowie einem Temilnator- oder Polyadenyiiemngssignai. Dazu 
vSet r^an gangige Rekomblnatlons. und Klonlerungstechnlken (wle oben 
beschrieben). 

Unter einer Expresslonskassette slnd aber auch solche Konstruktionen ^u verstehen. 
b^l de^n deTpromotor. ohne dass er zuvor mit einer zu exprimierenden Nukleinsaur^ 
SnSertunkHonell verknupft wurde. zum Belsplel uber elne gezlelte homologe 
S^blnation oder elne zu^aiHge Insertion In eln WIrtsgenom eingefuhrt wird. dort 
r^Sihe Kort^^^^ Qber mlt Ihm dann funktioneli verknupfte Nukleinsauresequen- 
QbemTrnmt und die transgene Expression derselben steuert. Durch "nsertion des 
PrCmotors zum Belsplel durch elne homologe Rekomblnatlon - vor e.ne fur e-n 
besSSs Polypeptid kodlerende Nuklelnsaure ^^p.^^^^^^^ 
» cvnroceiftnqkassette welchc die Expression des bestimmten Polypeptiaes in aer 
' ^^^u^r^ri^eT^Z die Inl^rtlon des Promoters auch deijrt erfolgen. dass 
ar^tisSs^RMA zu der fQr ein bestimmtes Polypeptid kodlerenden Nuklemsaure 
ejrimlert wu5. Damft wIrd die Expression des bestimmten Polypeptides .n Pflanzen 
herunterreguliert oder ausgeschaltet. 

^ Analog kann auch eine transgen zu exprlmterende NuWelnsauresequenz zum Beis^^^ 
dSrch e^e homologe Rekomblnatlon hlnter den endogenen. naturhchen Pron^otor 
Sert werden. wodurch man eine erfindungsgemaSe Expresslonskassette er^^^^^^ 
Srdte Expression der transgen zu exprimierenden Nuklelnsauresequenz steuert. 
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ErfindungsgemdB sind ferner Vektoren, die die oben beschriebenen Expresslons- 
kassetten enthalten. Vektoren kOnnen beispielhaft Plasmide, Cosmidei Phagen, Viren 
Oder auch Agrobakterien sein. 

5 

Ein anderer Gegenstand der Erfindung betrlfft transgene Organismen, transformiert mlt 
wenigetens einer erfindungsgemftBen Expressionskasdette oder einem erfindungs- 
gemftBen Vektor, sowie Zellen, Zellkulturen, Gewebe, Telle - wie zum Belsplel bei 
pflanzlichen Organismen Blatter, Wurzein uew. - oder Vermehrungegut abgeieitet von 
10 solchen Organismen. 



Unter Organlsmus, Ausgangs- oder WIrtsorganlsmen werden prokaryotlsche oder 
eukaryotische Organismen, wie beispielsweise Mikroorganismen oder pfianzliclie 
Organismen verstanden. Bevorzugte Mikroorganismen sind Bakterien, Hefen, Algen 
15 oderPilze. 




Bevorzugte Bakterlen sind Bakterien der Gattung Escherichia, Envinia, Agrobacterium, 
Ravobactertum, Alcaligenes oder Cyanobakterien zum Beispiel der Gattung Synecho- 
cystis. Bevorzugt sind vor aliem (Mikroorganismen, welche zur Infektion von Pflanzen 



20 und damit zur Obertragung der erfindungsgemSBen Kassetten befShigt sind. Bevor* 
zugte Mikroorganismen sind solche aus der Gattung Agrobakterium und insbesondere 
der Art Agrobakterium tumefaciens. 

Bevorzugte Hefen sind Candida, Saccharomyces, i-lansenula oder Pichia. Bevorzugte 
25 Pilze sind Aspergillus, Trichoderma, Ashbya, Neurospora, Fusarium, Beauveria oder 
weitere in Indian Chem Engr. Section B- Vol 37, No 1,2 (1995) auf Seite 15, Tabelle 6 
beschriebene Pilze. 

Als transgene Organismen bevorzugte Wirts- oder Ausgangsorganismen sind vor allem 
30 Pflanzen. EIngeschiossen sind rm Rahmen der Erfindung alle Gattungen und Arten 
hoherer und niedrigerer Pflanzen des Pflanzenreiches. EIngeschiossen sind ferner die 
reifen RIanzen, Saatgut, Sprossen und Keimlinge, sowie davon abgeleitete Teile, 

• Vermehrungsgut und Kulturen, zum Beispiel Zellkulturen. Retfe Pflanzen meint 
\ Pflanzen zu jedem beliebigen Entwicklungsstadium jenseits des Kelmlings. Keimling 
35 meint eine junge, unreife Pflanze in einem frQhen Entwicklungsstadium. 

Einjahrlge, mehrjahrige, monocotyledone und dicotyledone Pflanzen sind bevorzugte 
Wirtsorganlsmen fur die Herstellung transgener Pflanzen. Bevorzugt sind Pflanzen 
nachfolgender Pflanzerifamilien: Amaranthaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Caro- 
40 phyllaceae, Chenopodlaceae, Compositae, Cruciferae, Cucurbitaceae, Labiatae, 
Leguminosae, Papilionoideae, Liliaceae, Unaceae, Malvaceae, Rosaceae, Rubiaceae, 
Saxifragaceae, Scrophularlaceae, Solanacea, Sterculiaceae, Tetragoniacea, Thea- 
ceae, UmbelHferae. 

45 Bevorzugte monokotyle Pflanzen sind insbesondere ausgewahit aus den monokotylen 
Kuiturpflanzen, wie zum Beispiel der Familie der Gramineae wie Reis, Mais, Weizen 
Oder andere Getreidearten wie Gerste, Hirse, Roggen, Triticale oder Hafer sowie dem 
Zuckerrohr sowie alle Arten von GrSsern. 
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Bevorzugte dikotyle RIanzen sind Insbesondere au8ge\AAhlt au8 den dlkotylen 
Kulturpftanzen, wie zum Beispiel 

- Asteraceae wie Sonnenblume, Tagetes Oder Calendula und andere mehr, 

5 

- Composltae, besonders die Qattung Lactuca, ganz besonders die Art sativa (Satat) 
und andere mehr, 

- Cruciferae, besonders die Gattung Brassica, ganz besonders dieArten napus 
10 (Raps), campestris (RObe), oleracea cv Tastie (Kohl), oleracea cv Snowball Y 

(Blumenkohl)* und oleracea cv- Emperor (Broccoli) und weltere Kohlarten; und der 
Gattung Arabidopsis, ganz besonders die Art thaliana und andere mehr, 

- Cucurbitaceae wie Melone, KQrbis Oder Zucchini und andere mehr, 

- Leguminosae besonders die Gattung Glycine, ganz besonders die Art max (Soja- 
bohne) Soja sowie Alfalfa, Erbse, Bohnengewdchsen Oder Erdnuss und andere 
mehr 

- Rubiaceae, bevorzugt der Unterklasse Lamiidae wie beispieisweise Coffea arabica 
Oder Coffea liberica (Kaffestrauch) und andere mehr, 

- Solanaceae besonders die Gattung Lycoperslcon, ganz besonders die Art esculen- 
tum (T ornate) und die Gattung Solanum, ganz besonders die Art tuberosum (Kar- 

25 toffel) und melongena (Aubergine) sowIe Tabak Oder Paprika und andere mehr, 

* Stercuiiaceae, bevorzugt der Unterklasse Dilleniidae wie beispieisweise Theobroma 
cacao (Kakaostrauch) und andere mehr, 

30 - Theaceae, bevorzugt der Unterklasse Dilleniidae wie beispieisweise Camellia 
sinensis Oder Thea sinensis (Teestrauch) und andere mehr, 

• - Umbelllferae, besonders die Gattung Daucus (ganz besonders die Art carota 
(Karotte) und Apium (ganz besonders die Art graveolens dulce (Selarie) und andere 
35 mehr; und die Gattung Capsicum, ganz besonders die Art annum (Pfeffer) und 
andere mehr, 

sowie Lein, Soja, Baumwolle, Hanf (Flachs), Gurke, Spinat, Mohre, Zuckerrube und 
den verschiedenen Baum-, Nuss- und Weinarten, insbesondere Banane und Kiwi. 

40 

Bevorzugt sInd Nicotiana tabacum, Tagetes erecta und Calendula officinalis sowie alle 
Gattungen und Arten, die als Nahrungs- Oder Futtermlttel zum Einsatz kommen, wie 
die beschrlebenen Getreidearten, oder sich zur Herstellung von Oien eignen, wie 
Olsaaten (wie Raps), Nussarlen, Soja, Sonnenblume, Kurbis und Erdnuss. 

45 

Am meisten bevorzugt sind alle Pflanzen der Familie der Brassicaceae, ganz be- 
sonders die Brassica Arten wie Brassica napus (Raps), campestris (RObe), oleracea 
cv Tastie (Kohl), oleracea cv Snowball Y (Blumenkohl) und oleracea cv Emperor 
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(Broccoli) und weltere Kohlarten; sowle der Gatlung ArabWopsls, ganz besonders die 
Art thallarw. 

Pflanzllche Organlsmen Im Slnne der Erflndung slnd welterhin weltere photosynthe- 
tlsch aktive befahlgte Organlsmen, wie zum Betsplel Algen Oder Cyanobaklerien, sowle 
Moose. Bevorzugte Algen slnd GrOnalgen, wIe belsplelswelse Algen der Qattung 
Haematococcus, Phaedactylum trlcomatum, Volvox Oder Dunallella. Insbesondere 
bevorzugt slnd , Algen wIe Chlorophyceae, Phaeophpyceae, Rhodophyceae, Myxo- 
phyceae, Xanthophyceae, BaclHarlophyceae (DIatomeen) und Euglenophyceae. 

Die Herstellung eines transformlerten Organlsmus oder einer transfomilerten Zelle 
erfordert, dass die entsprechende DNA In die entsprechende Wirtszelle fngebracht 
wird FOr diesen Vorgang. der als Transformation bezelchnet wird, steht eine Vielzahl 
von*Methoden zur VerfOgung (slehe auch Keown et al. (1990) Methods In Enzymology 
15 185:527-537). So kann die DNA belsplelhaft direkt durch MIkrolnjeWion oder durch 
Bombardienjng mit DNA-beschlchteten MIkropartlkeIn elngefOhrt werden. Auch kann 
die Zelle chemlsch, zum Belsplel mIt Polyethylenglycol. permeabillslert werden. so 
dass die DNA durch Diffusion In die Zelle gelangen kann. Die DNA kann auch durch 
Protoplastenfuslon mit anderen DNA-enthaltenden Elnhelten wie MInlcells. Zellen. 
20 Lysosomen oder Uposomen erfolgen. Eleklroporation ist f'"f 9f^?"J^ 
Methode zur ElnfOhrung von DNA. bel der die Zellen reverslbel durch elnen elektri- 
schen Impuls pemneablllsert werden. 

Bel Pflanzen werden dabel die beschriebenen Methoden zur Transfomiation und 
25 Regeneration von RIanzen aus Pflanzengeweben oder Pflanzenzellen zur translenten 
Oder stabllen Transfomiation genutzt. Geeignete Methoden sind vor allem die Proto- 
plastentransfonnatlon durch Polyethylenglykol-lnduzierte DNA-Aufnahrne. das 
blollstlsche Verfahren mlt der Genkanone. die sogenannte particle bombardment 
Methode. die Elektroporatlon, die Inkubatlon trockener Embryonen in DNA-haltlger 
30 L5sung und die Mikrolniektion. 

Neben diesen "direkten" Transformationstechniken kann eIne Transformation auch 
durch bakterielle Infektion mittels Agrobacterlum tumefaclens oder Agrobactenum 
rhizogenes durchgefQhrt werden. Dlese StSmme enthalten ein Plasmid bzw. 
Rl Plasmld), das auf die Pflanze nach Agrobacterlum-lnfekUon ubertragen wird. Eln Tail 
dieses Plasmids, genannt T-DNA (transferred DNA). wird In das Genom der Pflanzen- 
zelle Integrlert. 

Die Agrobacterium-vemilttelteTransfonnatlon ist am besten fur dlcotyledone, diploide 
Pflanzenzellen geeignet. wohlngegen die direkten Transformationstechniken sich fur 
jeden Zelltyp eignen. 

Die Elnfuhmng elner erflndungsgemaBen Expressionskassette In Zellen, bevorzugt In 
pflanzltehe Zellen, kann vorteilhaft unter Venwendung von Vektoren realisiert werden. 

In elner vorteilhaften Ausf Ohrungsform wird die EinfQhmng der Expressionskassette 
mittels Plasmldvektoren realisiert. Bevorzugt sind solche Vektoren, die eine staoiie 
Integration der Expressionskassette in das Wirtsgenom enndglichen. 



40 



45 
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Im Falle von Injekllon oder Bektroporatlon von DNA In pflanzllche Zellen sind ke ne 
besonderen Anfordemngen an das venwendete Plasmid gestellt. EInfache Plasmide 
wie die der pUC-Reihe kOnnen venwendot warden. Sollen vollstftndlge Pflanzen aus 
den transformlerten Zellen regeneriert werden, so 1st er erforderllch. das sich auf dem 
5 Plasmid ein zusatzllches selektlonlerbares Markergen beflndet. 

Transfomiatlonstechnlken sInd fQr verschledene monokotyle und dikotyle pflanzllche 
Organlsmen beschrleben. Femer stehen verschledene mdgllche Plasmlc^ektorerj fQr 
die ElnfOhrung fremderGene In Pflanzen zur VerfOgung. die In der Reflel einen 
10 Reollkatlonsursprung fOr elne Vermehning In E.coll und eln Markergen fOr eine 
sSn Somilrter Baklerien enthalten. Belsplele sInd pBR322. pUC Relhe. 
M13mp Relhe, pACYCl84 etc. 

Die Expresstonskassette kann in den Vektor Qber elne geelgnete RestriWlonsschnltt- 
15 Selir^naefm^^^ werden. Das entstandene Plasmid wlrd zunSchst in E.col elngef Uhrt. 

SomXerte E.coll werden selekHonlert. gezOchtet und das rekornblnante 
pS^SSi m^ drPa^^^^ geiauflgen Methoden gewonnen. Restrlkllonsanalyse und 
Sequenzlening kdrinen dazu dlenen, den Klonlerungsschrltt zu Oberpmfen. 

20 Transfomilerte Zellen d.h. solche. welche die elngefQhrte DNA Integrlert In die DNA der 
Sle enthalten. kOnnen von untransformlerten selek«onlert warden w^^^^^^ 
selektionlerbarer Marker Bestandteil der elngefOhrten DNA ^Is jtorker te^ 
belsDlelhaft iedes Gen fungleren, dass elne Reslstenz gegen Antlblotika oder Herbizlde 
zfvShen v^^^^^ Transfomilerte Zellen. die eln sdches Markergen exprir^^^^^^^^ 
25 slnd m der Lage. in der Gegenwart von Konzentratlonen eines enteprechenden 
Anliotikums Oder Herbizides zu Qberleben die elnen ""^^^^^^^^^^^^^ 
abtoten Belsplel slnd das bar Gen. dass Reslstenz gegen das Herbizid Pnosphino- 
m^crveS(Rathore KS et al.. Plant Mol Biol. 1993 Mar;21{5):871.884). das nptll 
Srdlss Reslstenz gegen Kanamycin verlelht. das hpt Gen. ^as Reslstenz gegen 
30 Hygromycin verlelht. oder das EPSP-Gen. das Reslstenz gegen das Herbizid Gly- 
phosat verlelht. 

Je nach Methode der DNA-Einfuhrung kSnnen weitere Gene auf dem VeWorptesmid 
erforderlich sein. Werden Agrobacleria venA^endet. so ist die Expressionstessette In 
; spezlelle Plasmide zu Integrieren. entweder In elnen Zwlschenvel^or (^nf^ch. shuttle 
or intermediate vector) oder elnen binaren Vektor. Wenn zum Beispiel ein Ti oder 
R zur Transformation venwendet werden soil. 1st zumlndest d.e redjte 

Begrenzung. melstens jedoch die rechte und die llnke Begrenajng der TI oder 
W Plasmid T-DNA als flanWerende Region mlt der elnzufQhrenden p^^^f^^"^- 
3 kassette verbunden. Bevorzugt werden blnSre Vektoren venwendet. Bmare VeW^^^^^^ 
konnen sowohl In E.coli als auch In Agrabacterium ^epliaeren. Sie enthalten^^^ de 
Regel eln Selektlonsmarkergen und elnen Unker oder P^'V^^ker flankiert von ^^^^ 
rechten und llnken T-DNA Begrenzungssequenz. Sie konnen ^'jeW Ag^obac^^ 
transfonniert werden (Holsters et al. (1978) Mol. Gen. G®"®*: ^fS'^^^-^^Ti; ^f^ 
5 Selektlonsmarkergen erlaubt eine Selektion transfonnierter Agrobarteria und ,^^m 
Belsplel das nptll Gen, das elne Reslstenz gegen Kanamycin 
Fall als Wirtsorganismus fungierende Agrobacterium sollte bererts em P asm ^ J'* ^er 
vlr-Reglon enthalten. Dlese 1st fQr die Obertragung der T-DNA auf d.e pflanzhche Zelle 
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erforderllch. Bn so transformlertes Agrobacterium kann zur Transformation ipflanzllcher 
Zellen verwendet warden. 

Die Venwendung von T-DNA zur Transformation pflanzllcher Zellen 1st Iritensh/ 
5 SSernf unTbeschrleben (EP 120516; Hoekema ln: The BUjajy Ve^o 
System. Offsetdoikkerll Kanters B.V., Alblasserdam Chapter Tll^os-Jl yS. 
ran rrit Rev Plant Scl., 4:1-46 and An et al. (1985) EMBO J. 4.277-28^. ver 
Sdene bl^Jvel^o^n'slnd bekannt und tellwelse kommerzlell erhftltlteh wie zum 
Belsplel pBIN19 (Clontech Laboratories, Inc. U.S.A.). 

° FQr den Transfer der DNA In die pflanzllche Zelle werden pflanzllche Explantate mlt 
Aa obactl^^^^^^^ Oder Agrobacterium rtilzogenes kokuWvlert. Ausgehend 

CrSertem pS^zenmaterial (zTb. Blatt-. Wurzel- Oder StengeKe^ e^er auch 
PrrtoSen Oder Suspenslonen von Pflanzenzellen) k6nnen ganze Pflanzen ureter 

,5 ens ^nes gXeten Mediums, dass zum Beisplel AntlWotlka^e^^^^ 
zur Selektlon transformlerter Zellen enthalten kann, regenerierl werden. Die ertia^tenen 
^Sen'^lnTdann auf die PrSsenz ^er elngefOhrten D^^^^^^^ 
gemaBen Expresslonskassetle, durchmuslert werden. Sobald d^ ^^^A In c^,„^'X 
aenom integrlert 1st, 1st der entsprechende Genotyp In der Regel stabl und die 

20 eZTecS inserf'on wird auch In den Nachfolgegenerationen wiedergefunden. In 
deXel enS^ait d«e Integrierte Expresslonskassette e'^f SeleWlonsmark^^^^^^ 
Der Setektionsmari<er erlaubt die Selektlon von transformlerten Zellen von untrans- 
fomilerten (McCormlck et al. (1986) Plant Cell Rep 5:81-84). D e e^haltenen Rlanze^^ 
kbnnen In Qbllcher Welse gezOchtet und gekreuzl werden. Zwel Oder mehr Genera 'o- 

25 nen sollten kultlvlert werden. um sicherzuslellen. dass die genomlsche Integration 
stabll und vererialich 1st. 

Die genannten Verfahren slnd belsplelswelse In B. Jenes et al.. Techniques for Gene 
Transfer. In: Transgenic Plants. Vol. 1. Engineering and Utilization, herausgegeben v^^^^^ 
30 Kung SD & Wu R. Academic Press (1993). S.128 - 143 sowie in Pot^rkus I (1991) 
A^nS Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 42:205-225) beschrieben. Vorzugswe.se 
wlrddas zu exprimlerende Konstmkl In einen Vektor Wonlert der geeignet is^, 
Agro_baklerium tumefaciens zu transfonnleren, belsplelswelse pBln19 (Sevan et al. 
(1984) Nucl Acids Res 12:871 If.). 

Sobald elne transformlerte Pflanzenzelle hergestellt wurde. kann eine yo"standige 
Pflanze unter Verwendung von dem Fachmann bekannten Verfahren erhalten werden. 
Hlerbel geht man beisplelhaft von Kalluskulturen aus. Aus diesen "och "ndifferenzler- 
ten Zellmassen kann die Bfldung von Spross und Wurzel in bekannter Weise induzlert 
40 werden. Die erhaltenen Spi^sslinge kSnnen «usgepf lanzt und gezQchtet werden. 

Die Wirksamkeit der Expression der transgen exprimlerten NuklelnsSuren kann 
belsplelswelse in vitro durch Sprossmeristemvermehrung unter Venwendung einer der 
oben beschriebenen SelekBonsmethoden ermlttelt werden. 

Erfindungsgemas slnd femer von den oben beschriebenen transgenen Organisrnen 
abgeleitete Zellen. Zellkulturen, Telle - wie zum Belsplel bel transgenen pflanziichen 
Organlsmen Wurzeln. Blatter etc.-. und transgenes Vennehrungsgut wie Saaten Oder 
FrOchte. 
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Von Menschen und Tieren verzehrijare erfindungsgemdBe, genetisch verfinderte 
Pflanzen kfinnen auch beispietsweise direkt oder nach an sich bekannter Aufbereltung 
al8 Nahrungsmittel oder Futtermittel verwendet warden. 

5 

Bn weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung der oben beschrie- 
benen erfindungsgemfiBen, transgenen Organismen und der von ihnen abgeleitete 
Zellen, Zellkulturen, Telle - wie zum Beispiel bei transgenen pflanzllchen Organismen 
Wurzein, Blotter etc.- , und transgenes Vennehrungsgut wie Saaten oder FrQctite, zur 
1 0 Hersteliung von Nahnings- oder Futtermittein, Pliannazeutika oder Feinchemli<alien. 

Bevorzugt ist femer ein Verfahren zur rel<ombinanten Hersteliung von Phannazeutika 
Oder Feinchemlkalien in Wirtsorganismen wobel eIn Wirtsorganismus mit einer der 
oben beschriebenen Expressionskassetten oder Vektoren transfonmiert wird und diese 

15 Expressionskassette ein oder mehrere Strukturgene enthdtt, die fOr die gewQnschte 
Feinchemikalie kodieren Oder die Biosyntliese der gewOnschten Feinchemikalie 
katalysieren, der transfonnlerte Wirtsorganismus gezQchtet wird und die gewQnschte 

^ Feinchemikalie aus dem ZQchtungsmedium Isoliert wird. Dieses Verfehren ist fOr 
Feinchemlkalien wie Enzyme, Vitamine, Aminosauren, Zucker, Fettsfiuren, natOriiche 

20 und synthetische Qeschmacks-, Aroma- und Farbstoffe breit anwendbar. Besonders 
bevorzugt ist die Produktion von Tooopherolen und Tocotrienoien sowie CaroUnoiden. 
Die ZQchtung der transformierten Wirtsorganismen sowie die Isolierung aus den 
Wirtsorganismen bzw. aus dem ZQchtungsmedium erfolgt mittels der dem Fachmann 
bekannten Verfahren. Die Produktion von Phamiazeutika, wie zum Beispiel Antl- 

25 kdrpem oder Vakkzinen ist beschrieben bei Hood EE, Jllka JM (1999). Cun- Opin 
Biotechnol 10(4):382-6: Ma JK. Vine ND (1999) .Curr Top l^terobiol Immunol 236:275- 
92. 
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Sequenzen 

1 SEQ ID NO- 1 BIdirekltonaler Promoter aus Arabldopsls thallana. Intergenlsche 

Region zwischen dem putatlven FD-Gen urul dem putatlvem 
5 OASTL Qen bis jewells vor die angerwmmenen Transkripll- 

onsstarts. 

2 SEQ ID NO: 2 BldlrekUonaler Promotor aus Arabldopsls thallana elnschlleBHch 

der S'-untranslatlerten Reglonen des putatlven FD-Gen und des 
. putatlven OASTL Gen bis jewells vor die ATG-Start-Codons. Im 

^" Verglelch zu der natlven Sequenz umfasst vorilegende Sequenz 

ein zusatzllches C an Position 4 gegenQber der natlven Arabl- 

dopslssequenz durch die EInfOhmng einer BamHI Erkennungs- 

sequenz. 

• ^ 3 SEQ ID NO: 3 Sequenz des Plasmlds pUH200. Das GUS Gen wird In Rtehtung 

des FD Gens exprlmlert. das nptll-Gen In RIchtung des OASTL 
Gens. 

20 4 SEQ ID NO: 4 Sequenz des Plasmlds pUH201 . Das GUS Gen wIrd In RIchtung 

des OASTL Gens exprlmlerl, das nptll-Gen In RIchtung des FD 
Gens. 



25 



5 SEQ ID Na 5 OHgonuWeotld-Prlmer pFDS 

5'-aoggatccgagagacagagagacggagacaaaa-3 

6. SEQ ID NO: 6 Ollgonukleotld-Prlmer pFD4 5'-gcggatccaagctlcactgcttaaattc-3' 



30 Beschrelbung der Abblldungen 

Rg. 1: Schematlsohe Darstellung der b.dlrektlonalen Elnhelt jf^J^^^?^^^^ 

und UH201 . RB: Rechte Grenze („Border«) der Agrobactenum T-DNA CATpA. 
. Terminators des Cathepsin D Inhlblton nptll: Neomyclnphosphotransferase U 
35 Gen SSnamycln-Reslstenz-Gen): FD: Intejenlsche '^^^^ 

OASTL Gen (+/- geben die Leserichtung des FD-Gens an). GUS. 
p-^^ILuronWase-Gen? 35SpA: Temiinator des 35S CaMV Gens; LB: Unke 
Grenze („Border") der Agrobacterlum T-DNA. 

40 Rg 2- Analyse der GUS Aktivitat in Biattem transgener Rapspflanzen transformiert mit 
■ UH 200 (Orlentiemng des Ferredoxingens) bzw. UH 201 (Orlentlening des 
OASTL Gens) im Verglelch zu Wlldtyp (WT) Pflanzen. Gezeigl sind die 
Ergebnisse verschledener Unlen von UH200 bzw UH201 transfomilerter Raps- 
pflanzen (gekennzelchnet durch Nummer der jeweillgen-Unle auf der x-Achse). 

45 Die GUS-AkHvitat ist pMoi Methylumbelllferon (MU) / mg (Protein) mln ange- 

geben. 
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Beisplele 

Allgemelna Methoden: 




5 Die chemlsche Synthese von OllgonukleoBden kann belsplelswelse, n bekannter 
Welse. nach der Phosphoamldltmethode (Voet, Voet. 2.Auflage. Wiley Press 
New York Sette 896-897) erfolgen. Die ImRahmen der vorllegenden Erflndung 
durchgefOhrten Klonlerungsschritte wie z.B. Restriktlonsspaltungen. Agajosegele- 
ieSoresen. Relnlgung von DNA-Fragmenten. Transfer von NuWelnsfturen auf 

to NItrozellulose urtd Nylonmembranen. VerknQpfen von DNA-Fragmenten. Tran^^^^atl- 
on von E. coll Zellen. Anzucht von Bakterlen. Vermehrung von P^age" und^^^^ 
analyse rekomblnanter DNA werden wIe bel Sambrook et al. (1989) Cold Sprins 
Harbor Laboratory Press; ISBN 0-87969-309-6 beschrleben durchgefQhrt. Die Sequen- 
SrrS^g^S7nantrDNA-Molekai^ erfolgt mlt 

15 Sequenzlerer der FInna ABI nach der Methode von Sanger (Sanger et al. (1977) Proc 
Natl Acad Scl USA 74:5463-5467). 

t 

Belsplell: Isollemng von genomlscher DNA aus Arabldopsis thallana, Tabak und 
Raps 

ni« n«nomlsche DNA aus Arabldopsis thaliana, Tabak und Raps wurde mithllfe des 
K Sl^^^^ »^t. NO. 60106 entsprechend der Vorschrlft isollert. 

Belsplel 2: Transformation von Tabak und Raps 
Die Transfom^atlon von Tabak erfolgte Qber ^^^^^^^11 

gemSB der von Horsch entvyncketten Methode (Horsch et al. (1985) Science 227 laia 
?l3lT Alte zur Transformation venA/endeten Konstmkte wurden anhand ^^^^^^l^' 
Tau-Lfl^odMwlederholtes Auftauen und Elnfrieren) In Agrobactenum tumefaclens 
lansformSt Se das gewOnschte Konstrukt enthaltehden Agrobacterium-i^ton^x^ 
SdenTi^YEB Medium (1% Rlnderexlrakl (Difco). 0.5% Caselnenzym-hyd o^sat 
S^ee)rtraW(Du^hefa). 0.5% Saccharose. 2 mM MgS04. 1.5% Agar) -Medium mrt 
50 iS^ycln. 40 pU Gentamycln. 100 pg/ml Spectlnomycln und 25 pg/ml 
Rifampicln selektipnlert. 

zur Transfomiatlon von Tabakpf lanzen {Nicotiana tabacum L. cv. f NN)nj«K 
m^elner unter Selektlon gewachsenen UbemachtkuUur von J^gr^^^^^ 
. faciens abzentrlfugiert, der Oberstand ven^rarfen und ^^^^^^Sf^rscSle ^^^^^ 
Volumen Antlblotlka-freien Mediums resuspendlert. In e.ner ^f^J^^^^^L^^^^^ 
Blattschelben sterller Pflanzen (Durchmesser ca. 1 cm) n dieser f^kte^n^bsung 
gebadet. AnschlieBend wurden die Blattscheibenin ^^^^""^^^"^^^^I^^IZ 
(Murashige und Skoog (1962) Physiol Plant 15:473ff ) ^If '^rden^^^^ 
Bacto-Agar ausgelegt. Nach 2.taglger Inkubatlon '"^ D"nkeln be^ 25 ^J^f "^^^^^^^ 
MS-Medium mit 100 mg/l Kanamycln. 500 mg/1 Claforan. 1 mgj ^f^^^^^^^ 
, (BAP) 0,2 mg/l Naphtylesslgsaure (NAA), 1.6% Glukose ""^ O'^/^. ^f^^^X 
ObtrtJkgen und die Ku'ltMemng (16 Stunden Ucht ' ^ Stunden ^ 
Wachsende Sprosse wurden auf homionfreies MS-Medium mit 2/o saccnarose. 
250 mg/l Claforan und 0,8% Bacto-Agar QberfQhrt. 



5 
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Die Transformation von Raps erfolgte mittels der Petiolentransformation nach Moloney 
et al. (Moloney MM et al. (1980) Plant Cell Rep 8:238-242). 

Belspiel 3: Untersuchung zur bidirektlonalen Expression des FD Promoters 

a) PCR Isollerung des FD Promoters aus Arabldopsis thaliana 



Der putative bidirektionale Promoter wurde mittels PCR aus genomischer Arabldopsls 
thallana DNA mit den Primem FD3 und FD4 ampliflziert. Dem Primer FD3 wurden die 
10 mit Fettdruck hervorgehobenen Nukleotide fOr einen BamHI Ort angefOgt. Durch 
Insertion eines C (Fett) wurde Im Unterschied zur genomischen Sequenz ein BamHI 
Ort im Primer FD4 eingefOhrt 

Primer FD3: (SEQ ID NO: 5) 
15 5'-acggatccgagagacagagagacggagacaaaa-3' 

Primer FD4: (SEQ ID NO: 6) 
5'-geggatccaagcttoactgcttaaattc-3' 

20 Reaktlonsansatz: 

Ipl DNA 

37pi HaO 
5pl 10x Puffer 
25 Ipl FDSPrimerlOpM 

ImI FD4 Primer lOpM 
4pl dNTP2,5mM 

1 pi Pfu Turbo- DNA Polymerase (Stratagene) 
30 PCR-Bedingungen: 

1 Zykius mit 5 min. bei QS'C 

25 Zykien mit, 52''C fOr 1 min, 72°C f Or 1 min. und 95"C fOr 30 sec 
1 Zykius mit 72»C fOr 10 min., 

35 

anscliiieBend KQhIung auf 4°C bis zur Weiterveiarbeitung. 
b) Konstruktion der FD:GUS Expressionskassetten 

40 Das den FD Promoter enthaltende PCR-Produkt wurde mit dem Restriktionsenzym 
BamHI gespalten und in den Vektor pGUSINT37 (SunGene), ebenfalls BamHI 
gespalten, liglert. Aus der ungerichteten Klonierung entstanden die beiden Plasmide 
pFD+GUS und pFD-GUS, in denen das Promoterfragment in jeweils entgegengesetz- 
ten Orientierungen vor dem GUS Gen platziert ist. Das Plasmld pFD+GUS enthdit den 

45 Promoter in der Transkriptlonsriclitung des putativen Ferredoxin-Gens, das Plasmid 
pFD-GUS In der Orientierung des annotierten O-Acetylserin-tiiiollyase Gens (OASTL, 
C^eln Synthase). 
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Beispiel 4: Herstellung von Vektoren zur gleichzeitigen Analyse beider Transkripti- 
onsrichtungen des FD Promoters 

Zur Analyse beider Expresslonsrichtungen wurde In zwei Konstrukten die Gene des 
5 Selektionsmarkers Nptii und des Reporters Glucuronidase unter die Kontrolle des 
bidirektionaten Promoters gestellt. Dazu wurden die Plasmide pFD+GUS und pFD- 
GUS mit EcoRI/Sall gespalten und in den Vektor pSSNptllCat (Derivat des pSUN 
Vektors; WO 02/00900) kloniert. Das resultierende Plasmide UH200 (SEQ ID NO: 3) 
enthfilt das GUS Gen unter der Kontrolle der in RIclitung des Ferredoxingens wirken- 
10 den transkriptioneilen Elemente und das Nptll Gen unter der Kontrolle des in RIchtung 
OASTL Gen wirkenden transkriptioneilen Elemente. Im Plasmid UH201 (SEQ ID NO: 
4) befindet sicli das GUS Gen unter der Kontrolle der OASTL gerlcliteten Fakloren und 
das Nptll Gen unter der Kontrolle der das Ferredoxin-Gen steuernden Elemente (siehe 
Fig.1). Beide Konstmkte wurden in den Agrobakterien-Stamm GV3101[pMP90] 
15 transformiert und entsprechend den Protokoilen in Tabak und Raps transformiert. 

Beispiel: 5 Ergebnisse der Analyse der Kanamyoin-Resistenz der transgenen Tabak- 
pflanzen 

20 Die selektive Regeneration der Tabakpflfinzclien erfolgte auf lOOmg/l Kanamycin. 86% 
der Explantate der mit dem Konstrukt UH200 transfonniert waren, entwickelten 
Sprossknospen. Von den geschnittenen Sprossen bewurzelten sich auf Kanamycin 
enthaitenden l\/Iedium 89%, die nacli PGR Analysen aile transgen waren. 70% der 
Explantate aus dem Transformationsexperiment mit UH201 entwickelten Spross- 

25 knospen, von denen 90% sich bewurzelten. Auch liier ergab die PGR Analyse, dass 
die Pfianzchen das entsprecliende Konstrukt enthalten und somit transgen sind. 
Dieses Beispiel zeigt, dass beide Promotororlentierungen in gleicher Weise fQr die 
Expression von Selektionsmarkern wShrend selektiver Regeneration von Tabak 
geeignet sind. 

30 

Beispiel 6: Ergebnisse der Analyse der Kanamycin-Resistenz der transgenen 
Rapspflanzen 

•) Die selektive Regeneration der Rapssprosse erfolgte auf 18 mg/l Kanamycin. Die 
35 Transformationsefflzienz betrug fur das Konstrukt UH200 11% und fur UH201 10%. 
Gleichzeltig wurde die Transformationsefflzienz unter der Kontrolle des Promotors der 
Nopalin Synthase mit 8% emnittelt. Dieses Beispiel zeigte das die selektive Regenera- 
tion sowohl unter der Kontrolle des Promotors in der OASTL Riciitung (UH200) als 
auch in der FD Richtung (UH201) mit dem Oblichenweise venwendeten nosP verglelch- 
40 bar ist. 

Beispiel 7: GUS-Analyse der Gewebespezifitat des bidirektionalen Promoters in den 
transgenen Tabak und Rapspflanzen. 

45 In den transgenen Tabak und Rapspflanzen haben beide Promotororientierungen die 
gleichen Gewebespezifitaten mit Ausnahme in Pollen gezeigt (Tabelle 1). Wahrend In 
Raps keine Aktivitaten in den Pollen gefunden wurden, zeigte der Tabakpollen eine 
deutliche Blaufarbung und damit eine Promoteraktivitat. Die GUS Expression reguiiert 
von beider Orientierungen wurde vorwiegend in grunem Gewebe gefunden. in Wurzein 
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und BlOtenblftttem konnte kelne Expression nachgewlesen ^erden Be^^^^^^ 
Jungen Stadlen der Samenentwicklung Im Raps konnte eine GUS-AkOvltftt detektlert 
werden. 
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Tabelte: 1: Oberelcht Ober die Qewebespezifltiten In Tabak und Raps. 

hohe/>Mtvltat 

+ geringere AMMtfit 

- kelne Aktlvttat; nd: nicht besUmmt 

A BIfttter (sllL: .Sink" Blatter, soL: „Souiee--Biatter) 

B Wunein 

C Semen 

D Kelmling 

E Stangel 

F BlOtenstlele 

G Nodlen 

H Knospe 



++ 



_+_ 
+ 



++ 
++ 
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I 

J 
K 
L 



Kelchblfitter 
Biatenbiatter 
Antheren 
Pollen. 
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Zur Verfolgung der Promotoraktlvltat wShrend der selektiven Regeneration wurden 
iunge Sprosse mit X-Gluc gefarbt. Transgene Sprosse zelgten eine Starke BlaufSrbung. 
Dieses Experiment zeigte wieder die gleiche Aktivltat des bidlrektionalen Promoters in 
beiden Orientiemngen. 

Belspiel 8: Quantitative GUS-Analyse des bidirektionalen Promoters in den transgenen 
Tabakpflanzen 

Zur quantitativen Analyse der Starke des FD Promoters wurde parallel von transgenen 
Pflanzen beider Konstrukle Blatt und Samenmateriai untersucht Der quanMatve QUS 
Assay wurde entsprechend der Vorschrlft von Jefferson mit MUG und 4-Methyl- 
umbelliferon ais Standard durchgefOhrt. In den Samen der Pflanzen beider Onentie- 
rungen wurde eine ahnliche Menge an GUS AkUvitat detektiert. Im Blattnatenal war 
die Expression in beiden Richtungen deutlich messbar. In der Intensitat jedoch wenlger 
uniform ais im Samenmateriai. 

Belspiel 9: Quantitative GUS-Analyse des bidirektionalen Promoters in den transgenen 
Rapspflanzen 

Raps wurde - wie oben beschrieben - ebenfalls mit den Konstrukten UH200 und 
UH201 transfonniert. Eine quantitative GUS Analyse von Blattmaterial transgener 
Rapspflanzen zeigte. dass belde Promotorrichtungen eine gleiche Aktivitat zeigten. in 
Fig. 2 sind die Werte der einzelnen Linien dargestelit. Die H6lie der Expression 
entsprlcht den anderen poiarer pflanzliolier Promotoren. 
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PatentansprOche 

1. Transgene Exprosslonskassetten zur Expression von rwel Nuklelnsaurensequen- 
zen In einer pflanzllchen Zelle umfassend mindestens eine regulatorlsche Sequenz 
5 ausgew&hit aus der Qruppe bestehend aus 

a) dem Promoter gemdB SEQ ID NO: 1 oder 2, 

b) funktlonellen Aqulvalenten des Promoter gemftB SEQ ID NO: 1 oder 2, die 
10 elne Identltat von mindestens 80% zu der Sequenz gemSB SEQ ID NO: 1 oder 

2 aufwelsen und die Im wesentllchen die glelche Promotorakllvltftt wie der 
Promoter gemfiB SEQ ID NO: 1 oder 2 besltzen, 

c) funktlonellen Aqulvalenten des Promoter gemSB SEQ ID NO: 1 oder 2, 
15 welche mindestens 25 aufelnanderfolgende Nukleotide der Sequenzen ge- 
mftB SEQ ID NO: 1 Oder 2 umfassen und die Im wesentllchen die glelche 
PromotorakHvltat wIe der Promoter gemftB SEQ ID NO: 1 oder 2 besltzen. 
und 

20 d) funkHonell ftqulvalente Fragmente der Sequenzen a) oder b) oder c). die min- 
destens 25 aufelnanderfolgende Nukleotide besagter Sequenzen a) oder b) 
Oder c) aufwelsen und Im wesentllchen die glelche Promotoraktlvltat wIe der 
Promoter gemftB SEQ ID NO: 1 oder 2 besltzen, 

25 wobel besagtes regulatorlsches Element zwischen zwel Nukleinsfturesequenzen 
angeordnet 1st und in Bezug auf besagte Nukleinsfturesequenzen heterogen ist 
und mit besagten Nukleinsfturesequenzen funkHonell so verknOpft Ist, dass In min- 
destens einer pflanzlichen Zelle die Expresston von zwel unterschledlichen Ribo- 
nukleinsfturesequenzen bewirkt wird. wobei besagte Ribonukleinsfturesequenzen 

30 ausgewfthit sind aus Ribonukleinsfturesequenzen kodierend fQr 

i) Aminosfturesequenzen Oder 

II) Ribonukleinsfturesequenzen, die eine Verminderung der Expression min- 
destens eines endogenen Gens besagter pflanzlichen Zelle bewirken. 

2. Expressionskassette nach Anspnjch 1, wobei die beiden transgen zu exprimieren- 
den Nukleinsfturesequenzen unterschiedllch sind und fQr eine der folgenden Kom- 
l)inationen kodieren 

40 I) Selektionsmarker und Reporterprotein 

ii) Zieiprotein und Selektionsmarker oder Reporterprotein 
il) Zwei Zieiprotelne aus dem gleichen Stoffwechselweg 
Hi) Sense und antisense RNA 
Iv) Verschledene Protelne zur Pathogenabwehr 

45 
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3 Expresslonskassette nach Anspruch 1 oder 2, wobel mindestens eine der transgen 
zu oxprlmlorenden Nuklelnsflurosequenzen ausgewflhlt Isl aus Nuklelnsauren 
kodlerend fOr Selekllonsmarker, Reportergene, Cellulasen, ChWnasen, Gluca- 
nasen, Ribosom-InaWivlerende Protelne, Lysozyme, Bacillus thuringlensis Endo- 

5 toxinen, a-Amylaselnhlb!toren, Proteaselnhlbltoren, LekUnen, RNAasen, Rlbo- 
zymen, Acetyl-CoA-Carboxylasen. Phytasen. 2S Albumin aus Bertholletia excelsa, 
«antlfreeze"-Protelnen, Trehalosephosphatsynthasen. Trehalosephosphatphos- 
phatasen, Trehalasen, DREBIA-Faktor, Famesyltransferasen, Ferritin, Oxalatoxl- 
dasen. Calclum-abhanglgen Protelnklnasen, Calclneurlnen. Glutamatdehydro- 

10 genasen, N-hydroxyllerende, multifunktlonelle Cytochrom P-450, transkriptloneller 
Aktlvator CBF1, Phytoendesaturasen, Polygalakturonasen, Flavonold-3'- 
hydroxylasen, Dlhydroflavanol-4-redulctesen, Chalconlsomerasen, Chalconsyn- 
thasen, Ravanone-3-beta-hydroxylasen, Flavonsynthase II. Verzwelgungs- 
enzyms Q, "Starch Branching" Enzyme. 

15 

4 Transgene Expresslonskassette nach einem der AnsprQche 1 bis 3, vrabel mindes- 
tens eIne der transgen zu exprlmierenden Nuklelnsauresequenzen ausgewShlt 1st 
aus der Gruppe bestehend aus posltlven Selektlonsmarkern, negatlven Selektl- 
onsmarkem und Faktoren die einen Wachstumsvortell gewihren. 

20 

5 Transgene Expresslonskassette nach Anspruch 2 oder 4. wobei der Selektlons- 
marker ausgewShlt 1st aus der Gmppe bestehend aus Protelnen, die eine Resl- 
stenz gegen Antlblotlka, Metabollsmus-lnhlbltoren. Herblzlde oder Biozlde ver- 
lelhen. 

25 

6. Transgene Expresslonskassette nach einem der AnsprQche 2, 4 oder 5, wobel der 
Selektionsmarker ausgewfthtt 1st aus der Gruppe bestehend aus Protelnen, die 
eIne Reslstenz verlelhen gegen Phosphinothricln. Glyphosat, Bromoxynil, Dala- 
pon, 2-Desoxyglucose-6-phosphat, Tetracyclin, Ampicillin, Kanamycin. G418, 
30 Neomycin, Paromomycin, Bleomycin, Zeocin, Hygromycln, Chloramphenicol, Sul- 
fonylhamstoff-HerblzkJe, Imldazdlnon-Herbizide. 

7 Transgene Expresslonskassette nach einem der AnsprQche 2 Oder 4 bis 6. wobei 
der Selekllonsmarker ausgewShlt 1st aus der Gruppe bestehend aus Phosphlno- 
35 thrlclnacetyltransferasen, 5-Enolpyruvylshlkimat-3-phosphatsynthasen, Glyphosat- 
oxldoreduktasen, Dehaiogenase. Nitrilasen, Neomycinphosphotransferasen, 
DOG"1-Genen, Acetolactatsynthasen, Hygromyclnphosphotransferasen, Chlor- 
amphenicoiacetyltransferasen, Streptomyclnadenylyltransferasen, p-Lactamasen, 
tetA Genen tetR Genen, Isopentenyltransferasen, Thymldinkinasen, Dlphthena- 
40 toxin A, Cytoslndeaminase (codA), Cytochrom P450, Haioalkandehalogenasen. 

laaH Gene, tms2 Gene, p-Glucurontdasen. Mannose-6-phosphat-lsomerasen, 
UDP-Gaiaktose-4-Eplmerasen. 

8. Transgener Expressionsvektor enthaitend eine Expresslonskassette gemaB einem 
45 der AnsprQche 1 bis 7. 
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9 Transgener nicht-menschllcher Organismus transformlert mit elner transgenen 
Expresslonskassette gemftO elnem der AnsprOcho 1 bis 7 odor einem transgenen 
Expresstonsvektor gemiB Anspruch 8. 

5 10 Transgener nlcht-menschllcher Organismus nach Anspruch 9 ausgowahit aus 
derGnippe bestehend aus Bakterien, Hefen. Pllzen, tierlschen und pflanzllchen 
Organismen. 

1 1 Transgener nlcht-menschllcher Organismus nach elnem der AnsprQche 9 Oder 1 0, 
10 ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus Arabldopsis, Tomate, Tabak, Kar- 

toffeln, Mais, Raps, Weizen, Gerste, Sonnenblumen, Hlrse, RQbe, Roggen, Hafer, 
ZuckerrObe, BohnengewSchse und Soja. 

12 Zelle. Zellkulturen, Telle Oder transgenes Vermehmngsgut abgeleltet von elnem 
1 5 transgenen nicht-menschllchen Organismus nach elnem der AnsprQche 9 Ws 1 1 . 

13 Verfahren zur transgenen Expression von zwei RlbonuklelnsSuresequenzen In 
' pflanzllchen Zellen, wobel eine Expresslonskassetten umfassend mindestens eine 

regulatorlsche Sequenz ausgewahft aus der Gmppe bestehend aus 



20 



a) dem Promoter gemSB SEQ ID NO: 1 oder 2, 




b) funkMonellen Aqulvalenlen des Piomolor gemSR SEQ ID NO: 1 oder 2. die 
eine Identltat von mindestens 80% zu der Sequenz gem§B SEQ ID NO: 1 
25 Oder 2 aufweisen und die Im wesentllchen die glelche Promotoraktivitat wie 

der Promoter gemSB SEQ ID NO: 1 oder 2 besltzen, 

0) funktionellen Aqulvalenten des Promoter gemaB SEQ ID NO: 1 oder 2, welche 
mindestens 25 aufeinanderfolgende Nukleotlde der Sequenzen gemSB 
30 SEQ ID NO: 1 oder 2 umfassen und die Im wesentllchen die glelche Promo- 

toraktivitat wIe der Promoter gemaB SEQ ID NO: 1 oder 2 besltzen, und 

d) funktionell aqulvalente Fragmente der Sequenzen a) oder b) oder c), die mln- 
i destens 25 aufeinanderfolgende Nukleotlde besagter Sequenzen a) oder b) 

'35 Oder c) aufweisen und im wesentllchen die glelche PromotorakMvltat wIe der 

Promoter gemaB SEQ ID NO: 1 oder 2 besltzen, 

In mindestens eine pflanzllche Zelle elngebrachl wird, 

40 wobei besagtes regulatorisches Element zwischen zwel Nukletnsauresequenzen 
angeordnet 1st und in Bezug auf besagte Nuklelnsauresequenz heterogen 1st und 
mIt besagten Nukleinsauresequenzen funktionell so verknOpft ist, dass in min- 
destens besagter pflanzllchen Zelle die Expression besagter zwei unterschied- 
lichen Ribonuklelnsauresequenzen bewirkt wird. wobel besagte Ribonukieinsaure- 

45 sequenzen ausgewahft sind aus Ribonuklelnsauresequenzen kodlerend fQr 
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i) Aminosduresequenzen Oder 

ii) Ribonuklelnsauresequenzen, die eine Vermlnderung der Expression mln- 
destens eines endogenen Gens besagter pflanzllchen Zelle bewlrken. 

5 14. Verfahren nach Anspruch 13, wobel die belden transgen zu exprimlerenden 
Nuklelnsauresequenzen unterschledllch slnd und fOr eIne der folgenden Kombl- 
nationen kodieren 



15 15. 





I) SeleWlonsmarker und Reporterprotein 

iO II) Zlelprotein und SeleWlonsmarker oder Reporterprotein 

II) Zwel Zlelprotelne aus dem glelchen Stoffwechselweg 
ill) Sense und antlsense RNA 

iv) Verschiedene Protelne zur Pathogenabwehr 

Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, wobel mindeslens eIne der transgen 
zu exprlmlerende Nuklelnsauresequenz ausgewfthlt ist aus Nuklelnsfturen wie 
def Iniert In einem der AnsprOche 3 bis 7. 

16 Venwendung eInes transgenen nicht-menschllchen Organlsmus nach eInem der 
20 AnsprQche 9 bis 11 Oder von diesem abgeleitete Zellkulturen, Telle oder trans- 

genes Vemiehrungsgut nach Anspruch 12 zur Herstellung von Nahrungs-, 
Futtermittein, Saatgut, Pharmazeutlka oder Felnchemlkallen. 

17. Venwendung nach Anspruch 16, wobel die Felnchemlkallen Antlk6rper. Enzyme, 
25 pharmazeutisch aktive Protelne, Vltamlne, Aminosauren, Zucker, gesSttlgte oder 

ungesatUgte FettsSuren, natOrllche oder synthetische Geschmacks-, Aroma- 
oder Farbstoffe slnd. 

18 Verfahren zur Herstellung von Phanmazeutlka oder Felnchemlkallen In trans- 
30 genen Organlsmen nach einem der AnsprQche 9 bis 1 1 Oder von diesen abgelel- 

teten Zellkulturen, Tellen oder transgenes Vermehaingsgut nach Anspmch 12, 
dadurch gekennzeichnet. dass der transgene Organlsmus gezQchtet und das 
gewOnschte Phannazeutikum oder die gewQnschte Feinchemikalie Isollert wird. 
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Expresslonskassetten zur bIdlreWlonalen transgenen Expression von NuWeinsauren 
Pflanzen 



Zusammenfassung 

^ Dl© Erflndung betrlfft transgene Expresslonskassetten zur Expression von zwel Nuk- 
Snsaurense^^^^^^ In einer pfianzllchen Zelle umfassend mindeslens eine regulato- 
rische Sequenz ausgewfthft aus der Qruppe bestehend aus 

10 a) demPromotorgemaBSEQlDNO:1 oder2, 

b) funkUonellen Aquivalenten des Promotor gemaB SEQ N^' ^.^^^j ^^^^^^ 
Identltat von mindestens 80% zu der Sequenz gemSB SEQ ID NO. 1 oder 2 auf- 
welsTu^d die im wesentllchen die glelche Promotoraktlvitat wie der Promotor 

15 gemao SEQ ID NO: 1 Oder 2 besltzen, 

c) funktlonellen Aquivalenten des Promotor gema(5 SEQ ID NO: 1 ^^^^ 2 wetehe 
mindestens 25 aufelnanderfolgende Nukleotlde der Sequenzen sernaB SEQ ID 
NO: 1 Oder 2 umfassen und die Im wesentllchen die glelche Promotoraklivitat wIe 

20 der Promotor gemaB SEQ ID NO: 1 oder 2 besltzen, und 

d) funktionell aqulvalente Fragmente der Sequenzen a) oder b) oder c). 

tens 25 aufelnanderfolgende Nukleotlde besagter Sequenzen a) oder b) oder c) 
aufwelsen und Im wesentllchen die glelche PromotorakUvltat wIe der Promotor ge- 
25 maB SEQ ID NO: 1 oder 2 besltzen, 

wobel besagtes regulatorlsches Element zwlschen zwel Nuklelnsauresequenzen an- 
geordnet 1st und In Bezug auf besagte Nuklelnsauresequenzen heterogen «st und mit 
besagten Nuklelnsauresequenzen funkUonell so verknQpft 1st, dass In mindestens eIner 
30 pfianzllchen Zelle die Expression von zwel unterschledllchen Rlbonuklelnsauresequen- 
^n bewlrkt wird, wobel besagte Rlbonuklelnsauresequenzen ausgewahit slnd aus Ri- 
bonuklelnsauresequenzen kodlerend fOr 

i) Amlnosauresequenzen oder 

II) Rlbonuklelnsauresequenzen, die eine Vermlndemng der Expression mindestens 
eines endogenen Gens besagter pfianzllchen Zelle bewirken. 
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SEQUENCE LISTING 
<110> SunGene GmbH&Co.KGaA 

<120> E^^ressionskassetten zur bidirektionale transgenen Expression von 
5 NUklelnsauren in Pf lanzen 
<130> AE 20030535 
<160> 6 

<170> Patentin version 3.1 

10 <210> 1 

<211> 429 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 

15 <220> 

<221> promoter 
<222> (1) . . (429) 
<223> 



20 <400> 1 • 
gtatggaata 
acacgctatc 
gatttggtca 
cggtttcttt 

25 tttatttgtt 
tttaaaattc 
ttaagtcggt 
tccgtattc 



aaatcttcga 
aatttagaaa 
tatccgtatt 
ttttcagtta 
caaactgttt 
attttattag 
tttcggtttt 



atgatgagat 

aacgcggtgg 

aagtccggtt 

gtccgatttg 

tggaaaaaat 

atcttggtta 

tatgtcccac 



atatgatctc 

ttggtcacca 

aatattttcc 

gagttttgag 

atttccctta 

attcggttta 

cactatctac 



tttggtgtca 
gaattactac 
ataactgggg 
tatggaaaaa 
attacgaata 
atgcattaat 
aaccgatgat 



gtcacatggc 
ttctcggtct 
tttgaacatt 
taatactgaa 
taattaaaat 
gaatttcggt 
caaccttatc 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 

429 



30 <210> 2 

<211> 836 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 

35 <220> 

<221> promoter 
<222>. (344) . . (772) 
<223> 



40 



<220> 
<221> 

<222> 
<223> 



Intron 
(14) . . (281) 

1st intron of OASTL gene 



45 <220> 
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<221> 5'UTO 

<222> (773) . . (836) 

<223> 5'UTR of PD gene 



5 



10 



15 




20 



25 



30 




<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



5'OTR 
(1)..(343) 

5'-DTR o£ OASTIj gene coxns)rlsing Intron 



<400> 2 

gatccaagct tcactgctta aattcacaaa 
atcctcaaac caaaaacaca tcatacaaaa 
caccaatcca gttatacaac actcttaaca 
cttaagccca tacaattatc cgatccaaac 
caagtgaatc aaaaagtatg ggacgaggaa 
accttgaccc gaatcgtttt gaagaaaatg 
cgaatgatga gatatatgat ctctttggtg 
aaaaacgcgg tggttggtca ccagaattac 
attaagtccg g'ttaatattt tccataactg 
ttagtccgat ttggagtttt gagtatggaa 
ttttggaaaa aatatttccc ttaattacga 
tagatcttgg ttaattcggt ttaatgcatt 
ttttatgtcc caccactatc tacaaccgat 
cagtcatcac tctcacttga cacaaaaact 



aagagaaaag 
tcatcaaaca 
ccaaatcaac 
aaatataatc 
^ra^tgatgata 
gagaaaatcg 
tcagtcacat 
tacttctcgg 
gggtttgaac 
aaataatact 
atataattaa 
aatgaatttc 
gatcaacctt 
cttttgtctc 



taagaccaaa 
taaatctcca 
agatttaaca 
gaaaccggca 
cctgaatgag 
gttgtatgga 
ggcacacgct 
tctgatttgg 
attcggtttc 
gaatttattt 
aattttaaaa 
ggtttaagtc 
atctccgtat 
cgtctctctg 



ggaataaatc 
gatgtatgag 
gcgaaataag 
gaggaataag 
aaagtcaata 
ataaaatctt 
atcaatttag 
tcatatccgt 
tttttttcag 
gttcaaactg 
ttcattttat 
ggttttcggt 
tcaccacaaa 
tctctc 



<210> 
<211> 
<2i2> 
<213> 

<220> 
<223> 



3 

11533 
DMA 

Artificial Sequence 



Expression vector UH200 



<400> 3 
35 ttccatggac 
ttattctaat 
gatagtttaa 
tgattacgcc 
cctaaacctg 
40 taaacgataa 
ttagcaggtg 
aacatagtat 
gctagcttgg 
gaatcgggag 
45 tcttcagcaa 



60 

120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
836 



atacaaatgg 


acgaacggat 


aaaccttttc 


acgccctttt 


aaatatccga 


60 


aaacgctctt 


ttctcttagg 


tttacccgcc 


aatatatcct 


gtcaaacact 


120 


actgaaggcg 


ggaaacgaca 


atcagatcta 


gtaggaaaca 


gctatgacca 


180 


aagcttgcat 


gccgatcccc 


cccactccgc 


cctacactcg 


tatatatatg 


240 


ccccgttcct 


catatgtgat 


attattattt 


cattattagg 


tataagatag 


300 


ggaaagacaa 


tttattgaga 


aagccatgct 


aaaatataga 


tagatatacc 


360 


tttattttac 


aacataacat 


aacatagtag 


ctagccagca 


ggcaggctaa 


420 


agtctatctg 


cagggggtac 


ggtcgactct 


agactagtgg 


atccgtcgaa 


480 


gtcccgctca 


gaagaactcg 


tcaagaaggc 


gatagaaggc 


gatgcgctgc 


540 


tJggcgatacb 


gtaaagcacg 


aggaagcggt 


cagcccattc 


gccgccaagc 


600 


tatcacgggt 


agccaacgct 


atgtcctgat 


agcggtccgc 


cacacccagc 


660 



SunGene GmbH&Co.KGaA 20030535 PF 5471 1 DE 

3 

cggccacagt cgatgaatcc agaaaagcgg ccattttcca ccatgatatt cggcaagcag 720 

gcatcgccat gggtcacgac gagatcctcg ccgtcgggca tgcgcgcctt gagcctggcg 780 

aacagttcgg ctggcgcgag cccctgatgc tcttcgtcca gatcatcctg atcgacaaga 840 

ccggcttcca tccgagtacg tgctcgctcg atgcgatgtt tcgcttggtg gtcgaatggg 900 

5 caggtagccg gatcaagcgt atgcagccgc cgcattgcat cagccatgat ggatactttc 960 

tcggcaggag caaggtgaga tgacaggaga tcctgccccg gcacttcgec eaatagcagc 1020 

cagtcccttc ccgcttcagt gacaacgtcg agcacagctg cgcaaggaac gcccgtcgtg 1080 

gccagccacg atagccgcgc tgcctcgtcc tgcagttcat tcagggcacc ggacaggtcg 1140 

gtcttgacaa aaagaaccgg gcgcccctgc gctgacagcc ggaacacggc ggcatcagag 1200 

10 .cagccgattg tctgttgtgc ccagtcatag ccgaatagcc tctccaccca agcggccgga 1260 

gaacctgcgt gcaatccatc ttgttcaatc caagctccca tgggccctcg actagagtcg 1320 

agatccgata tcgcccgggc tcgactctag aggatccaag cttcactgct taaattcaca 1380 

aaaagagaaa agtaagacca aaggaataaa tcatcctcaa accaaaaaca catcatacaa 1440 

aatcatcaaa cataaatctc cagatgtatg agcaccaatc cagttataca acactcttaa 1500 

caccaaatca acagatttaa cagcgaaata agcttaagcc catacaatta tccgatccaa 1560 

acaaatataa tcgaaaccgg cagaggaata ^gcaagtgaa tcaaaaagta tgggacgagg 1620 

aagaagatga tacctgaatg agaaagtcaa taaccttgac ccgaatcgtt ttgaagaaaa 1680 

tggagaaaat cggttgtatg gaataaaatc ttcgaatgat gagatatatg atctctttgg 1740 

tgtcagtcac atggcacacg ctatcaabtt agaaeiaacgc ggtggttggt caccagaatt 1800 

20 actacttctc ggtctgattt ggtcatatcc gtattaagtc cggttaatat tttccataac 1860 

tggggtttga acattcggtt tctttttttc agttagtccg atttggagtt ttgagtatgg 1920 

aaaaataata ctgaatttat ttgttcaaac tgttttggaa aaaatatttc ccttaattac 1980 

gaatataatt aaaattttaa aattcatttt attagatctt ggttaattcg gtttaatgca 2040 

ttaatgaatt tcggtttaag tcggttttcg gtttttatgt cccaccacta tctacaaccg 2100 

atgatcaacc ttatctccgt attcaccaca aacagtcatc actctcactt gacacaaaaa 2160 

ctcttttgtc tccgtctctc tgtctctcgg atccccgggt aggtcagtcc cttatgttac 2220 

gtcctgtaga aaccccaacc cgtgaaatca aaaaactcga cggcctgtgg gcattcagtc 2280 

tggatcgcga aaactgtgga attggtcagc gttggtggga aagcgcgtta caagaaagcc 2340 

gggcaattgc tgtgcca'g^a gtttttaacg atcaagttcg ccgatgccag atattcgtaa 2400 

ttatgccggc aacgtcttgg tatcagcgcc gaagtcttta ttccgaaagg ttgggcaggc 2460 

cagcgtatcg tgctgcgttt cgatgcggtc actcattacg gcaaagtgtg ggtcaataat 2520 

caggaagtga tggagcatca gggcggctat acgccatttg aagccgatgt cacgccgtat 2580 

gttattgccg ggaaaagtgt acgtaagttt ctgcttctac ctttgatata tatataataa 2640 

ttatcattaa ttagtagtaa tataatattt caaatatttt tttcaaaata aaagaatgta 2700 

35 gtatatagca attgcttttc tgtagtttat aagtgtgtat attttaattt ataacttttc 2760 

taatatatga ccaaaatttg ttgatgtgca ggtatcaccg. tttgtgtgaa caacgaactg 2820 

aactggcaga ctatcccgcc gggaatggtg attaccgacg aaaacggcaa gaaaaagcag 2880 

tcttacttcc atgatttctt taactatgcc • ggaatccatc gcagcgtaat gctctacacc 2940 

acgccgaaca cctgggtgga cgatatcacc gtggtgacgc atgtcgcgca agactgtaac 3000 

40 cacgcgtctg ttgactggca ggtggtggcc aatggtgatg tcagcgttga actgcgtgat 3060 

gcggatcaac aggtggttgc aactggacaa ggcactagcg ggactttgca agtggtgaat 3120 

ccgcacctct ggcaaccggg tgaaggttat ctctatgaac tgtgcgtcac agccaaaagc 3180 

cagacagagt gtgatatcta cccgcttcgc gtcggcatcc ggtcagtggc agtgaagggc 3240 

gaacagttcc tgattaacca caaaccgttc tactttactg gctttggtcg tcatgaagat 3300 

45 gcggacttac gtggcaaagg attcgateuac gtgctgatgg tgcacgacca cgcattaatg 3360 
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gactggattg gggccaactc ctaccgtacc tcgcattacc cttacgctga agagatgctc 
gactgggcag atgaacatgg catcgtggtg attgatgaaa ctgctgctgt cggctttaac 
ctctctttag gcattggttt cgaagcgggc aacaagccga aagaactgta cagcgaagag 
gcagtcaacg gggaaactca gcaagcgcac ttacaggcga ttaaagagct gatagcgcgt 
5 gacaaaaacc acccaagcgt ggtgatgtgg agtattgcca acgaaccgga tacccgtccg 
caagtgcacg ggaatatttc gccactggcg gaagcaacgc gtaaactcga cccgacgcgt 
ccgatcacct gcgtcaatgt aatgttctgc gacgctcaca ccgataccat cagcgatctc 
tttgatgtgc tgtgcctgaa ccgttattac ggatggtatg tccaaagcgg cgatttggaa 
acggcagaga aggtactgga aaaagaactt ctggcctggc aggagaaact gcatcagccg 
10 attatcatca ccgaatacgg cgtggatacg ttagccgggc tgcactcaat gtacaccgac 
atgtggagtg aagagtatca gtgtgcatgg ctggatatgt atcaccgcgt ctttgatcgc 
gtcagcgccg tcgtcggtga acaggtatgg aatttcgccg attttgcgac ctcgcaaggc 
atattgcgcg ttggcggtaa caagaaaggg atcttcactc gcgaccgcaa accgaagtcg 
gcggcttttc tgctgcaaaa acgctggact ggcatgaact tcggtgaaaa accgcagcag 
15 ggaggcaaac aatgaatcaa caactctcct ggcgcaccat cgtcggctac agcctcggga 
attgctaccg agctcggtac ccggcgcaaa aatcaccagt ctctctctac aaatctatct 
ctctctattt ttctccagaa taatgtgtga gtagttccca gataagggaa ttagggttct 
tatagggttt cgctcatgtg ttgagcatat aagaaaccct tagtatgtat ttgtatttgt 
aaaatacttc tatcaataaa atttctaatt cctaaaacca aaatccagtg accgggtacc 
20 gagctcgaat tcactggccg tcgttttaca acgactcagc agcttgacag gaggcccgat 
ctagtaacat agatgacacc gcgcgcgata atttatccta gtttgcgcgc tatattttgt 
tttctatcgc gtattaaatg tataattgcg ggactctaat cataaaaacc catctcataa 
ataacgtcat gcattacatg ttaattatta catgcttaac gtaattcaac agaaattata 
tgataatcat cgcaagaccg gcaacaggat tcaatcttaa gaaactttat tgccaaatgt 
25 ttgaacgatc ggggatcatc cgggtctgtg gcgggaactc cacgaaaata tccgaacgca 
gcaagatcgg tcgatcgact cagatctggg taactggcct aabtggcctt ggaggagctg 
gcaactcaaa atccctttgc caaaaaccaa catcatgcca tccaccatgc ttgtatccag 
ccgcgcgcaa tgtaccccgc gctgtgtatc ccaaagcctc atgcaaccta acagatggat 
cgtttggaag gcctataaca gcaaccacag acttaaaacc ttgcgcctcc atagacttaa 
30 gcaaatgtgt gtacaatgta gatcctaggc ccaacctttg atgcctatgt gacacgtaaa 
cagtactctc aactgtccaa tcgtaagcgt tcctagcctt ccagggccca gcgtaagcaa 
taccagccac aacaccctca acctcagcaa ccaaccaagg gtatctatct tgcaacctct 
ctaggtcatc aatccactct tgtggtgttt gtggctctgt cctaaagttc actgtagacg 
tctcaatgta atggttaacg atgtcacaaa ccgcggccat atcggctgct gtagctggcc 
35 taatctcaac tggtctcctc tccggagaca tgtcgagatt atttggattg agagtgaata 
tgagactcta attggatacc gaggggaatt tatggaacgt cagtggagca tttttgacaa 
gaaatatttg ctagctgata gtgaccttag gcgacttttg aacgcgcaat aatggtttct 
gacgtatgtg cttagctcat taaactccag aaacccgcgg ctgagtggct ccttcaacgt 
tgcggttctg tcagttccaa acgtaaaacg gcttgtcccg cgtcatcggc gggggtcata 
40 acgtgactcc cttaattctc cgctcatgat cagattgtcg tttcccgcct tcagtttaaa 
ctatcagtgt ttgacaggat cctgcttggt aataattgtc attagattgt ttttatgcat 
agatgcactc gaaatcagcc aattttagac aagtatcaaa cggatgttaa ttcagtacat 
taaagacgtc cgcaatgtgt tattaagttg tctaagcgtc aatttgttta caccacaata 
tatcctgcca ccagccagcc aacagctccc cgaccggcag ctcggcacaa aatcaccacg 
45 cgttaccacc acgccggccg gccgcatggt gttgaccgtg ttcgccggca ttgccgagtt 
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cgagcgttcc ctaatcatcg accgcacccg gagcgggcgc gaggccgcca aggcccgagg 
cgtgaagttt ggcccccgcc ctaccctcac cccggcacag atcgcgcacg cccgcgagct 
gatcgaccag gaaggccgca ccgtgaaaga ggcggctgca ctgcttggcg tgcatcgctc 
gaccctgtac cgcgcacttg agcgcagcga ggaagtgacg cccaccgagg ccaggcggcg 
5 cggtgccttc cgtgaggactr cattgaccga ggccgacgcc ctggcggccg ccgagaatga 
acgccaagag gaacaagcat gaaaccgcac caggacggcc aggacgaacc gtttttcatt 
accgaagaga tcgaggcgga gatgatcgcg gccgggtacg tgttcgagcc gcccgcgcac 
gtctcaaccg tgcggctgca tgaaatcctg gccggtttgt ctgatgccaa gctggcggcc 
tggccggcca gcttggccgc tgaagaaacc gagcgccgcc gtctaaaaag gtgatgtgta 
10 tttgagtaaa acagcttgcg tcatgcggtc gctgcgtata tgatgcgatg agtaaataaa 
caaatacgca aggggaacgc atgaaggtta tcgctgtact taaccagaaa ggcgggtcag 
gcaagacgac catcgcaacc catctagccc gcgccctgca actcgccggg gccgatgttc 
tgttagtcga ttccgatccc cagggcagtg cccgcgattg ggcggccgtg cgggaagatc 
aaccgctaac cgttgtcggc atcgaccgcc cgacgattga ccgcgacgtg aaggccatcg 
15 gccggcgcga cttcgtagtg atcgacggag cgccccaggc ggcggacttg gctgtgtccg 
cgatcaaggc agccgacttc gtgctgattc cggtgcagcc aagcccttac gacatatggg 
ccaccgccga.cctggtggag ctggttaagc agcgcattga ggtcacggat ggaaggctac 
aagcggcctt tgtcgtgtcg cgggcgatca aaggcacgcg catcggcggt gaggttgccg 
aggcgctggc cgggtacgag ctgcccattc ttgagtcccg tatcacgcag cgcgtgagct 
20 acccaggcac tgccgccgcc ggcacaaccg ttcttgaatc agaacccgag ggcgacgctg 
cccgcgaggt ccaggcgctg gccgctgaaa ttaaatcaaa actcatttga gttaatgagg 
taaagagaaa atgagcaaaa gcacaaacac gctaagtgcc ggccgtccga gcgcacgcag 
cagcaaggct gcaacgttgg ccagcctggc agacacgcca gccatgaagc gggtcaactt 
tcagttgccg gcggaggatc acaccaagct gaagatgtac gcggtacgcc aaggcaagac 
25 cattaccgag ctgctatctg aatacatcgc gcagctacca- gagtaaatga gcaaatgaat 
aaatgagtag atgaatttta gcggctaaag gaggcggcat ggaaaatcaa gaacaaccag 
gcaccgacgc cgtggaatgc cccatgtgtg gaggaacggg cggttggcca ggcgtaagcg 
gctgggttgt ctgccggccc tgcaatggca ctggaacccc caagcccgag gaatcggcgt 
gagcggtcgc aaaccatccg gcccggtaca aatcggcgcg gcgctgggtg atgacctggt 
30 ggagaagttg aaggccgcgc aggccgccca gcggcaacgc atcgaggcag aagcacgccc 
cggtgaatcg tggcaagcgg ccgctgatcg aatccgcaaa gaatcccggc aaccgccggc 
agccggtgcg ccgtcgatta ggaagccgcc caagggcgac gagcaaccag attttttcgt 
tccgatgctc tatgacgtgg gcacccgcga tagtcgcagc atcatggacg tggccgtttt 
ccgtctgtcg aagcgtgacc gacgagctgg cgaggtgatc cgctacgagc ttccagacgg 
35 gcacgtagag gtttccgcag ggccggccgg catggccagt gtgtgggatt acgacctggt 
actgatggcg gtttcccatc taaccgaatc catgaaccga taccgggaag ggaagggaga 
caagcccggc cgcgtgttcc gtccacacgt tgcggacgta ctcaagttct gccggcgagc 
cgatggcgga aagcagaaag acgacctggt agaaacctgc attcggttaa acaccacgca 
cgttgccatg cagcgtacga agaaggccaa gaacggccgc ctggtgacgg tatccgaggg 
40 tgaagccttg attagccgct acaagatcgt aaagagcgaa accgggcggc cggagtacat 
cgagatcgag ctagctgatt ggatgtaccg cgagatcaca gaaggcaaga acccggacgt 
gctgacggtt caccccgatt actttttgat cgatcccggc atcggccgtt ttctctaccg 
cctggcacgc cgcgccgcag gcaaggcaga agccagatgg ttgttcaaga cgatctacga 
acgcagtggc agcgccggag agttcaagaa gttctgtttc accgtgcgca agctgatcgg 
45 gtcaaatgac ctgccggagt acgatttgaa ggaggaggcg gggcaggctg gcccgatcct 



6120 
6180 
6240 
6300 
6360 
6420 
6480 
6540 
6600 
6660 
6720 
6780 
6840 
6900 
6960 
7020 
7080 
7140 
7200 
7260 
7320 
7380 
7440 
7500 
7560 
7620 
7680 
7740 
7800 
7860 
7920 
7980 
8040 
8100 
8160 
8220 
8280 
8340 
8400 
8460 
8520 
8580 
8640 
8700 
8760 





SunGene GmbH&Co.KGaA 20030535 PF 5471 1 DE 

6 

agtcatgcgc taccgcaacc tgatcgaggg cgaagcatcc gccggttcct utgtacgga 8820 

gcagatgcta gggcaaattg ccctagcagg ggaaaaaggt cgaaaaggtc tctttcctgt 8880 

ggatagcacg tacattggga acccaaagcc gtacattggg aaccggaacc cgtacattgg 8940 

gaacccaaag ccgtacattg ggaaccggtc acacatgtaa gtgactgata taaaagagaa 9000 

5 aaaaggcgat ttttccgcct aaaactcttt aaaacttatt aaaactctta aaacccgcct 9060 

ggcctgtgca taactgtctg gccagcgcac agccgaagag ctgcaaaaag cgcctaccct 9120 

tcggtcgctg cgctccctac gccccgccgc ttcgcgtcgg cctatcgcgg ccgctggccg 9180 

ctcaaaaatg gctggcctac ggccaggcaa tctaccaggg cgcggacaag ccgcgccgtc 9240 

gccactcgac cgccggcgcc cacatcaagg caccctgcct cgcgcgtttc ggtgatgacg 9300 

10 gtgaaaacct ctgacacatg cagctcccgg agacggtcac agcttgtctg taagcggatg 9360 

ccgggagcag acaagcccgt cagggcgcgt cagcgggtgt tggcgggtgt cggggcgcag 9420 
ccatgaccca gtcacgtagc gatagcggag tgtatactgg cttaactatg cggcatcaga 9480 
gcagattgta ctgagagtgc accatatgcg gtgtgaaata ccgcacagat gcgtaaggag 9540 
aaaataccgc atcaggcgct cttccgcttc ctcgctcact gactcgctgc gctcggtcgt 9600 
15 tcggctgcgg cgagcggtat cagctcactc aaaggcggta atacggttat ccacagaatc 9660 
^ggggataac gcaggaaaga acatgtgagc aaaaggccag caaaaggcca ggaaccgtaa 9720 
aaaggccgcg ttgctggcgt ttttccatag gctccgcccc cctgacgagc atcacaaaaa 9780 
tcgacgctca agtcagaggt ggcgaaaccc gacaggacta taaagatacc aggcgtttcc 9840 
ccctggaagc tccctcgtgc gctctcctgt tccgaccctg ccgcttaccg gatacctgtc 9900 
20 cgcctttctc ccttcgggaa gcgtggcgct ttctcatagc tcacgctgta ggtatctcag 9960 

ttcggtgtag gtcgttcgct ccaagctggg ctgtgtgcac gaaccccccg ttcagcccga 10020 

ccgctgcgcc ttatccggta actatcgtct tgagtccaac ccggtaagac acgacttatc 10080 

gccactggca gcagccactg gtaacaggat tagcagagcg aggtatgtag gcggtgctac 10140 

agagttcttg aagtggtggc ctaactacgg ctacactaga aggacagtat ttggtatctg 10200 

25 cgctctgctg aagccagtta ccttcggaaa aagagttggt agctcttgat ccggcaaaca 10260 

aaccaccgct ggtagcggtg gtttttttgt ttgcaagcag cagattacgc gcagaaaaaa 10320 

aggatctcaa gaagatcctt tgatcttttc tacggggtct gacgctcagt ggaacgaaaa 10380 

ctcacgttaa gggattttgg tcatgcatga tatatctccc aatttgtgta gggcttatta 10440 

tgcacgctta aaaataataa aagcagactt gacctgatag tttggctgtg agcaattatg 10500 

30 tgcttagtgc atctaacgct tgagttaagc cgcgccgcga agcggcgtcg gcttgaacga 10560 

atttctagct agacattatt tgccgactac cttggtgatc tcgcctttca cgtagtggac 10620 

aaattcttcc aactgatctg cgcgcgaggc caagcgatct tcttcttgtc caagataagc 10680 

ctgtctagct tcaagtatga cgggctgata ctgggccggc aggcgctcca ttgcccagtc 10740 

ggcagcgaca tccttcggcg cgattttgcc ggttactgcg ctgtaccaaa tgcgggacaa 10800 

35 cgtaagcact acatttcgct catcgccagc ccagtcgggc ggcgagttcc atagcgttaa 10860 

ggtttcattt agcgcctcaa atagatcctg ttcaggaacc ggatcaaaga gttcctccgc 10920 

cgctggacct accaaggcaa cgctatgttc tcttgctttt gtcagcaaga tagccagatc 10980 

aatgtcgatc gtggctggct cgaagatacc tgcaagaatg tcattgcgct gccattctcc 11040 

aaattgcagt tcgcgcttag ctggataacg ccacggaatg atgtcgtcgt gcacaacaat 11100 

40 ■ ggtgacttct acagcgcgga gaatctcgct ctctccaggg gaagccgaag tttccaaaag 11160 

gtcgttgatc aaagctcgcc gcgttgtttc atcaagcctt acggtcaccg taaccagcaa 11220 

atcaatatca ctgtgtggct tcaggccgcc atccactgcg gagccgtaca aatgtacggc 11280 

cagcaacgtc ggttcgagat ggcgctcgat gacgccaact acctctgata gttgagtcga 11340 

tacttcggcg atcaccgctt cccccatgat gtttaacttt gttttagggc gactgccctg 11400 

45 ctgcgtaaca tcgttgctgc tccataacat caaacatcga cccacggcgt aacgcgcttg 11460 
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ctgcttggat gcccgaggca tagactgtac cccaaaaaaa cagtcataac aagccatgaa 11520 
aaccgccact gcg 11533 

<210> 4 
<211> 11533 

<2i2> mm 

<213> Arti£lcial Sequence 
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<220> 
<223> 



Expression vector UH201 





<400> 4 
ttccatggac 
ttattctaat 
15 gatagtttaa 
tgattacgcc 
cctaaacctg 
taaacgataa 
ttagcaggtg 
20 aacatagtat 
gctagcttgg 
gaatcgggag 
tcttcagcaa 
cggccacagt 
25 gcatcgccat 
aacagttcgg 
ccggcttcca 
caggtagccg 
tcggcaggag 
30 cagtcccttc 
gccagccacg 
gtcttgacaa 
cagccgattg 
gaacctgcgt 
35 agatccgata 
aaaagagaaa 
aatcatcaaa 
caccaaatca 
acaaatataa 
40 aagaagatga 
tggagaaaat 
tgtcag.tcac 
actacttctc 
tggggtttga 
45 aaaaataata 



atacaaatgg 
aaacgctctt 
actgaaggcg 
aagcttgcat 
ccccgttcct 
ggaaagacaa 
tttattttac 
agtctatctg 
gtcccgctca 
cggcgatacc 
tatcacgggt 
cgatgaatcc 
gggtcacgac 
ctggcgcgag 
tccgagtacg 
gatcaagcgt 
caaggtgaga 
ccgcttcagt 
atagccgcgc 
aaagaaccgg 
tctgttgtgc 
gcaatccatc 
tcgcccgggc 
agtaagacca 
cataaatctc 
acagatttaa 
tcgaaaccgg 
tacctgaatg 
cggttgtatg 
atggcacacg 
ggtctgattt 
acattcggtt 
ctgaatttat 



acgaacggat 
ttctcttagg 
ggaaacgaca 
gccgatcccc 
catatgtgat 
tttattgaga 
aacateiacat 
cagggggtac 
gaagaactcg 
gtaaagcacg 
agccaacgct 
agaaaagcgg 
gagatcctcg 
cccctgatgc 
tgctcgctcg 
atgcagccgc 
tgacaggaga 
gacaacgtcg 
tgcctcgtcc 
gcgcccctgc 
ccagtcatag 
ttgttcaatc 
tcgactctag 
aaggaataaa 
cagatgtatg 
cagcgaaata 
cagaggaata 
agaaagtcaa 
gaataaaatc 
ctatcaattt 
ggtcatatcc 
tctttttttc 
ttgttcaaac 



aaaccttttc 
tttacccgcc 
atcagatcta 
cccactccgc 
attattattt 
aagccatgct 
aacatagtag 
ggtcgactct 
tcaagaaggc 
aggaagcggt 
atgtcctgat 
ccattttcca 
ccgtcgggca 
tcttcgtcca 
atgcgatgtt 
cgcattgcat 
tcctgccccg 
agcacagctg 
tgcagttcat 
gctgacagcc 
ccgaatagcc 
caagctccca 
aggatccaag 
tcatcctcaa 
agcaccaatc 
agcttaagcc 
agcaagtgaa 
taaccttgac 
ttcgaatgat 
agaaaaacgc 
gtattaagtc 
agttagtccg 
tgttttggaa 



acgccctttt 
aatatatcct 
gtaggaaaca 
cctacactcg 
cattattagg 
aaaatataga 
ctagccagca 
agactagtgg 
gatagaaggc 
cagcccattc 
agcggtccgc 
ccatgatatt 
tgcgcgcctt 
gatcatcctg 
tcgcttggtg 
cagccatgat 
gcacttcgcc 
cgcaaggaac 
tcagggcacc 
ggaacacggc 
tctccaccca 
tgggccctcg 
cttcactgct 
accaaaaaca 
cagttataca 
catacaatta 
tcaaaaagta 
ccgaatcgtt 
gagatatatg 
ggtggttggt 
cggttaatat 
atttggagtt 
aaaatatttc 



aaatatccga 
gtcaaacact 
gctatgacca 
tatatatatg 
tataagatag 
tagatatacc 
ggcaggctaa 
atccgtcgaa 
gatgcgctgc 
gccgccaagc 
cacacccagc 
cggcaagcag 
gagcctggcg 
atcgacaaga 
gtcgaatggg 
ggatactttc 
caatagcagc 
gcccgtcgtg 
ggacaggtcg 
ggcatcagag 
agcggccgga 
actagagtcg 
taaattcaca 
catcatacaa 
acactcttaa 
tccgatccaa 
tgggacgagg 
ttgaagaaaa 
atctctttgg 
caccagaatt 
tttccataac 
ttgagtatgg 
ccttaattac 
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1080 
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gaatataatt aaaattttaa aattcatttt attagatctt ggttaattcg gtttaatgca 
ttaatgaatt tcggtttaag tcggttttcg gtttttatgt cccaccacta tctacaaccg 
atgatcaacc ttatctccgt attcaccaca aacagtcatc actctcactt gacacaaaaa 
ctcttttgtc tccgtctctc tgtctctcgg atccccgggt aggtcagtcc cttatgttac 
5 gtcctgtaga aaccccaacc cgtgaaatca aaaaactcga cggcctgtgg gcattcagtc 
tggatcgcga aaactgtgga attggtcagc gttggtggga aagcgcgtta caagaaagcc 
gggcaattgc tgtgccagga gtttttaacg atcaagttcg ccgatgccag atattcgtaa 
ttatgccggc aacgtcttgg tatcagcgcc gaagtcttta ttccgaaagg ttgggcaggc 
cagcgtatcg tgctgcgttt cgatgcggtc actcattacg gcaaagtgtg ggtcaataat 
0 caggaagtga tggagcatca gggcggctat acgccatttg aagccgatgt cacgccgtat 
gttattgccg ggaaaagtgt acgtaagttt ctgcttctac ctttgatata tatataataa 
ttatcattaa ttagtagtaa tataatattt caaatatttt tttcaaaata aaagaatgta 
gtatatagca attgcttttc tgtagtttat aagtgtgtat attttaattt ataacttttc 
taatatatga ccaaaatttg ttgatgtgca ggtatcaccg tttgtgtgaa caacgaactg 
15 aactggcaga ctatcccgcc gggaatggtg' attaccgacg aaaacggcaa gaaaaagcag 
tcttacttcc atgatttctt taactatgcc ggaatccatc gcagcgtaat gctctacacc 
acgccgaaca.cctgggtgga cgatatcacc gtggtgacgc atgtcgcgca agactgtaac 
cacgcgtctg ttgactggca ggtggtggcc aatggtgatg tcagcgttga actgcgtgat 
gcggatcaac aggtggttgc aactggacaa ggcactagcg ggactttgca agtggtgaat 
20 ccgcacctct ggcaaccggg tgaaggttat ctctatgaac tgtgcgtcac agccaaaagc 
cagacagagt gtgatatcta cccgcttcgc gtcggcatcc ggtcagtggc agtgaagggc 
gaacagttcc tgattaacca caaaccgttc tactttactg gctttggtcg tcatgaagat 
gcggacttac gtggcaaagg attcgataac gtgctgatgg tgcacgacca cgcattaatg 
gactggattg gggccaactc ctaccgtacc tcgcattacc cttacgctga agagatgctc 
25 gactgggcag atgaacatgg catcgtggtg attgatgaaa ctgctgctgt cggctttaac 
ctctctttag gcattggttt cgaagcgggc aacaagccga aagaactgta cagcgaagag 
gcagtcaacg gggaaactca gcaagcgcac ttacaggcga ttaaagagct gatagcgcgt 
gacaaaaacc acccaagcgt ggtgatgtgg agtattgcca acgaaccgga tacccgtccg 
caagtgcacg ggaatatttc gccactggcg gaagcaacgc gtaaactcga cccgacgcgt 
30 ccgatcacct gcgtcaatgt aatgttctgc gacgctcaca ccgataccat cagcgatctc 
tttgatgtgc tgtgcctgaa ccgttattac ggatggtatg tccaaagcgg cgatttggaa 
acggcagaga aggtactgga aaaagaactt ctggcctggc aggagaaact gcatcagccg 
attatcatca ccgaatacgg cgtggatacg ttagccgggc tgcactcaat gtacaccgac 
atgtggagtg aagagtatca gtgtgcatgg ctggatatgt atcaccgcgt ctttgatcgc 
35 gtcagcgccg tcgtcggtga acaggtatgg aatttcgccg attttgcgac ctcgcaaggc 
'atattgcgcg ttggcggtaa caagaaaggg atcttcactc gcgaccgcaa accgaagtcg 
gcggcttttc tgctgcaaaa acgctggact ggcatgaact tcggtgaaaa accgcagcag 
ggaggcaaac aatgaatcaa caactctcct ggcgcaccat cgtcggctac agcctcggga 
attgctaccg agctcggtac ccggcgeaaa aatcaccagt ctctctctac aaatctatct 
40 ctctctattt ttctccagaa taatgtgtga gtagttccca gataagggaa ttagggttct 
tatagggttt cgctcatgtg ttgagcatat aagaaaccct tagtatgtat ttgtatttgt 
aaaatacttc tatcaataaa atttctaatt cctaaaacca aaatccagtg accgggtacc 
gagctcgaat tcactggccg tcgttttaca acgactcagc agcttgacag gaggcccgat 
ctagtaacat agatgacacc gcgcgcgata atttatccta gtttgcgcgc tatattttgt 
45 tttctatcgc gtattaaatg tataattgcg ggactctaat cataaaaacc catctcataa 
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ataacgtcat gcattacatg ttaattatta catgcttaac gtaattcaac agaaattata 
tgataatcat cgcaagaccg gcaacaggat tcaatcttaa gaaactttat tgccaaatgt 
ttgaacgatc ggggatcatc cgggtctgtg gcgggaactc cacgaaaata tccgaacgca 
gcaagatcgg tcgatcgact cagatctggg taactggcct aactggcctt ggaggagctg 
5 gcaactcaaa atccctttgc caaaaaccaa catcatgcca tccaccatge ttgtatccag 
ccgcgcgcaa tgtaccccgc gctgtgtatc ccaaagcctc atgcaaccta acagatggat 
cgtttggaag gcctataaca gcaaccacag acttaaaacc ttgcgcctcc atagacttaa 
gcaaatgtgt gtacaatgta gatcctaggc ccaacctttg atgcctatgt gacacgtaaa 
cagtactctc aactgtccaa tcgtaagcgt tcctagcctt ccagggccca gcgtaagcaa 
10 taccagccac aacaccctca acctcagcaa ccaaccaagg gtatctatct tgcaacctct 
ctaggtcatc aatccactct tgtggtgttt gtggctctgt cctaaagttc actgtagacg 
tctcaatgta atggttaacg atgtcacaaa ccgcggccat atcggctgct gtagctggcc 
taatctcaao tggtctcctc tccggagaca tgtcgagatt atttggattg agagtgaata 
tgagactcta attggatacc gaggggaatt tatggaacgt cagtggagca tttttgacaa 
15 gaaatatttg ctagctgata gtgaccttag gcgacttttg aacgcgcaat aatggtttct 
gacgtatgtg cttagctcat taaactccag aaacccgcgg ctgagtggct ccttcaacgt 
tgcggttctg tcagttccaa acgtaaaacg gcttgtcccg cgtcatcggc gggggtcata 
acgtgactcc cttaattctc cgctcatgat cagattgtcg tttcccgcct tcagtttaaa 
ctatcagtgt ttgacaggat cctgcttggt aataattgtc attagattgt ttttatgcat 
20 agatgcactc gaaatcagcc aattttagac aagtatcaaa cggatgttaa ttcagtacat 
taaagacgtc cgcaatgtgt tattaagttg tctaagcgtc aatttgttta caccacaata 
tatcctgcca ccagccagcc aacagctccc cgaccggcag ctcggcacaa aatcaccacg 
cgttaccacc acgccggccg gccgcatggt gttgaccgtg ttcgccggca ttgccgagtt 
cgagcgttcc ctaatcatcg accgcacccg gagcgggcgc gaggccgcca aggcccgagg 
25 cgtgaagttt ggcccccgcc ctaccctcac cccggcacag atcgcgcacg cccgcgagct 
gatcgaccag gaaggccgca ccgtgaaaga ggcggctgca ctgcttggcg tgcatcgctc 
gaccctgtac cgcgcacttg agcgcagcga ggaagtgacg cccaccgagg ccaggcggcg 
cggtgccttc cgtgaggacg cattgaccga ggccgacgcc ctggcggccg ccgagaatga 
acgccaagag gaacaagcat gaaaccgcac caggacggcc aggacgaacc gtttttcatt 
30 accgaagaga tcgaggcgga gatgatcgcg gccgggtacg tgttcgagcc gcccgcgcac 
gtctcaaccg tgcggctgca tgaaatcctg gccggtttgt ctgatgccaa gctggcggcc 
tggccggcca gcttggccgc tgaagaaacc gagcgccgcc gtctaaaaag gtgatgtgta 
tttgagtaaa acagcttgcg tcatgcggtc gctgcgtata tgatgcgatg agtaaataaa 
caaatacgca aggggaacgc atgaaggtta tcgctgtact taaccagaaa ggcgggtcag 
35 gcaagacgac catcgcaacc catctagccc gcgccctgca actcgccggg gccgatgttc 
tgttagtcga ttccgatccc cagggcagtg cccgcgattg ggcggccgtg cgggaagatc 
aaccgctaac cgttgtcggc atcgaccgcc cgacgattga ccgcgacgtg aaggccatcg 
gccggcgcga cttcgtagtg atcgacggag cgccccaggc ggcggacttg gctgtgtccg 
cgatcaaggc agccgacttc gtgctgattc cggtgcagcc aagcccttac gacatatggg 
40 ccaccgccga cctggtggag ctggttaagc agcgcattga ggtcacggat ggaaggctac 
aagcggcctt tgtcgtgtcg cgggcgatca aaggcacgcg catcggcggt gaggttgccg 
aggcgctggc cgggtacgag ctgcccattc ttgagtcccg tatcacgcag cgcgtgagct 
acccaggcac tgccgccgcc ggcacaaccg ttcttgaatc agaacccgag ggcgacgctg 
cccgcgaggt ccaggcgctg gccgctgaaa ttaaatcaaa actcatttga gttaatgagg 
45 taaagagaaa atgagcaaaa gcacaaacac gctaagtgcc ggccgtccga gcgcacgcag 
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cagcaaggct gcaacgttgg ccagcctggc agacacgcca gccatgaagc gggtcaactt 
tcagttgccg gcggaggatc acaccaagct gaagatgtac gcggtacgcc aaggcaagac 
cattaccgag ctgctatctg aatacatcgc gcagctacca gagtaaatga gcaaatgaat 
aaatgagtag atgaatttta gcggctaaag gaggcggcat ggaaaatcaa gaacaaccag 
5 gcaccgacgc cgtggaatgc cccatgtgtg gaggaacggg cggttggcca ggcgtaagcg 
gctgggttgt ctgccggccc tgcaatggca ctggaacccc caagcccgag gaatcggcgt 
gagcggtcgc aaaccatccg gcccggtaca aatcggcgcg gcgctgggtg atgacctggt 
ggagaagttg aaggccgcgc aggccgecca gcggcaacgc atcgaggcag aagcacgccc 
cggtgaatcg tggcaagcgg ccgctgatcg aatccgcaaa gaatcccggc aaccgccggc 
10 agccggtgcg ccgtcgatta ggaagccgcc caagggcgac gagcaaccag attttttcgt 
tccgatgctc tatgacgtgg gcacccgcga tagtcgcagc atcatggacg tggccgtttt 
ccgtctgtcg aagcgtgacc gacgagctgg cgaggtgatc cgctacgagc ttccagacgg 
gcacgtagag gtttccgcag ggccggccgg catggccagt gtgtgggatt acgacctggt 
actgatggcg gtttcccatc taaccgaatc catgaaccga taccgggaag ggaagggaga 
15 caagcccggc cgcgtgttcc gtccacacgt tgcggacgta ctcaagttct gccggcgagc .. 
cgatggcgga aagcagaaag acgacctggt agaaacctgc attcggttaa acaccacgca 
cgttgccatg cagcgtacga agaaggccaa gaacggccgc ctggtgacgg tatccgaggg 
tgaagccttg attagccgct acaagatcgt aaagagcgaa accgggcggc cggagtacat 
cgagatcgag ctagctgatt ggatgtaccg cgagatcaca gaaggcaaga acccggacgt 
20 gctgacggtt caccccgatt actttttgat cgatcccggc atcggccgtt ttctctaccg 
cctggcacgc cgcgccgcag gcaaggcaga agccagatgg ttgttcaaga cgatctacga 
acgcagtggc agcgccggag agttcaagaa gttctgtttc accgtgcgca agctgatcgg 
gtcaaatgac ctgccggagt acgatttgaa ggaggaggcg gggcaggctg gcccgatcct 
agtcatgcgc taccgcaacc tgatcgaggg cgaagcatcc gccggttcct aatgtacgga 
25 gcagatgcta gggcaaattg ccctagcagg ggaaaaaggt cgaaaaggtc tctttcctgt 
ggatagcacg tacattggga acccaaagcc gtacattggg aaccggaacc cgtacattgg 
gaacccaaag ccgtacattg ggaaccggtc acacatgtaa gtgactgata taaaagagaa 
aaaaggcgat ttttccgcct aaaactcttt aaaacttatt aaaactctta aaacccgcct 
ggcctgtgca taactgtctg gccagcgcac agccgaagag ctgcaaaaag cgcctaccct 
30 tcggtcgctg cgctccctac gccccgccgc ttcgcgtcgg cctatcgcgg ccgctggccg 
ctcaaaaatg gctggcctac ggccaggcaa tctaccaggg cgcggacaag ccgcgccgtc 
gccactcgac cgccggcgcc cacatcaagg caccctgcct cgcgcgtttc ggtgatgacg 
gtgaaaacct ctgacacatg cagctcccgg agacggtcac agcttgtctg taagcggatg 
ccgggagcag acaagcccgt cagggcgcgt cagcgggtgt tggcgggtgt cggggcgcag 
35 ccatgaccca gtcacgtagc gatagcggag tgtatactgg cttaactatg cggcatcaga 
gcagattgta ctgagagtgc accatatgcg gtgtgaaata ccgcacagat gcgtaaggag 
aaaataccgc atcaggcgct cttccgcttc ctcgctcact gactcgctgc gctcggtcgt 
tcggctgcgg cgagcggtat cagctcactc aaaggcggta atacggttat ccacagaatc 
aggggataac gcaggaaaga acatgtgagc aaaaggccag caaaaggcca ggaaccgtaa 
40 aaaggccgcg ttgctggcgt ttttccatag gctccgcccc cctgacgagc atcacaaaaa 
tcgacgctca agtcagaggt ggcgaaaccc gacaggacta taaagatacc aggcgtttcc 
ccctggaagc tccctcgtgc gctctcctgt tccgaccctg ccgcttaccg gatacctgtc 
cgcctttctc ccttcgggaa gcgtggcgct ttctcatagc tcacgctgta ggtatctcag 
ttcggtgtag gtcgttcgct ccaagctggg ctgtgtgcac gaaccccccg ttcagcccga 
45 ccgctgcgcc ttatccggta actatcgtct tgagtccaac ccggtaagac acgacttatc 
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gccactggca gcagccactg gtaacaggat tagcagagcg aggtatgtag gcggtgctac 
agagttcttg aagtggtggc ctaactacgg ctacactaga aggacagtat ttggtatctg 
cgctctgctg aagccagtta ccttcggaaa aagagttggt agctcttgat ccggcaaaca 
aaccaccgct ggtagcggtg gtttttttgt ttgcaagcag cagattacgc gcagaaaaaa 
5 aggatctcaa gaagatcctt tgatcttttc tacggggtct gacgctcagt ggaacgaaaa 
ctcacgttaa gggattttgg tcatgcatga tatatctccc aatttgtgta gggcttatta 
tgcacgctta aaaataataa aagcagactt gacctgatag tttggctgtg agcaattatg 
tgcttagtgc atctaacgct tgagttaagc cgcgccgcga agcggcgtcg gcttgaacga 
atttctagct agacattatt tgccgactac cttggtgatc tcgcctttca cgtagtggac 
10 aaattottcc aactgatctg cgcgcgaggc caagcgatct tcttcttgtc caagataagc 
ctgtctagct tcaagtatga cgggctgata ctgggccggc aggcgctcca ttgcccagtc 
ggcagcgaca tccttcggcg cgattttgcc ggttactgcg ctgtaccaaa tgcgggacaa 
cgtaagcact acatttcgct catcgccagc ccagtcgggc ggcgagttcc atagcgttaa 
ggtttcattt agcgcctcaa atagatcctg ttcaggaacc ggatcaaaga gttcctccgc 
15 cgctggacct accaaggcaa cgctatgttc tcttgctttt gtcagcaaga tagccagatc 
aatgtcgatc gtggctggct cgaagatacc tgcaagaatg tcattgcgct gccattctcc 
aaattgcagt tcgcgcttag ct^gataacg ccacggaatg atgtcgtcgt gcacaacaat 
ggtgacttct acagcgcgga gaatctcgct ctctccaggg gaagccgaag tttccaaaag 
gtcgttgatc aaagctcgcc gcgttgtttc atcaagcctt acggtcaccg taaccagcaa 
20 atcaatatca ctgtgtggct tcaggccgcc atccactgcg gagccgtaca aatgtacggc 
cagcaacgtc ggttcgagat ggcgctcgat gacgccaact acctctgata gttgagtcga 
tacttcggcg atcaccgctt cccccatgat gtttaacttt gttttagggc gactgccctg 
ctgcgtaaca tcgttgctgc tccataacat caaacatcga cccacggcgt aacgcgcttg 
ctgcttggat gcccgaggca tagactgtac cccaaaaaaa cagtcataac aagccatgaa 
25 aaccgccact gcg 
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